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1.はしがき
わが国において食生活の欧米化に伴い心筋梗塞,狭心症,脳梗塞等の動脈硬化性疾患の急増が大き
な問麓として取り上げられるようになった･動脈硬化性疾患の発生に脂質代謝異常が大きな位置を占
めることは,数多くの疫学者によって明らかにされている･脂質は生体にとって不可欠な成分で,血
液を介してリボ蛋白の状態で体内に輸送される.リボ蛋白の量的異常を示す高コレステロ⊥ル血症は
動脈硬化の主たる危険因子としてよく知られている.しかし,実際に心筋梗塞や狭心症を起こしてい
る例の身体症状や検査所見をみると,必ずしも血中コレステロール値が常に異常であるというわけで
はなく･喫煙や低HDL (高比重リボ黄白) ,高血圧,糖尿病の合併額度が高い場合が少なくない(秦,
1997) ･このように動脈硬化性疾患を予防,早期発見するための検査法として血中脂質濃度を測定す
るだけでは十分ではない･また,動脈硬化の診断は従来,血管造影,脈波伝播速度, cT (computed
tom喝raphy) ,眼底検査等の検査法を用いて行われてきたが, CTを除き動脈硬化の性状を知ることは
困難であり･その性状の臨床的意義については詳細な検討はなされていない(水野ら, 1990).また,
これらの検査方法は病変がかなり進行した場合にのみ有効であり,血管造影は簡便な診断方法とは言
い難い.そこで,さらに安価で簡便な動脈硬化の早期診断法の確立が求められている.
動脈硬化の病変部位に自己蛍光を有する物質が存在するという報告は古くからなされているが
(Blankenhorn and Braunstein･1957 ; Maylath･Palagyi and Banga.1968 ,･ Banga and Biha,i･
Varga･1974) ･最近になって動脈硬化を直接蒸散して取り除くレーザー治療法が導入されるにつれ,
病変部位の特定に用いる蛍光測定が重要視されてきた(Kittrell et a1.,1985 ; Deckelbaum et a1.,1987 ;
Sartori et a1., 1987 ; Oraevsky et a1., 1988).
1. 1動脈壁の自己蛍光
動脈壁は自己蛍光を発し･動脈硬化性の病変を生じた部位は蛍光物質の量が増加するという現象は
古くから知られている･ BlankenhornとBraunstein (1957)は,顕微鏡を用いて紫外光を照射した病変
部位において蛍光物質を観察した･蛍光物質は粒状の緑色の蛍光を有し消光が速いものと遅いもの,
塊状の黄色い蛍光および青い蛍光を有し消光しないものの4種類があった.このうち線色の蛍光物質は
薄層クロマトグラフィーの易動皮からビタミンAまたはカロテノイドであると結論している.黄色と青
の蛍光物質については不明としているが,黄色の蛍光物質は結晶化したステロールもしくは老化色素
の一種であるリボフスチンではないかと考察している･ Maylath･PalagyiとBanga (1968)は動脈壁の
抽出物には3種類の蛍光物質が存在し,これらの蛍光物質は正常部位より動脈硬化病変を生じた部位の
方が濃度が高いと報告した･その後, BangaとBihari-Varga (1974)は動脈壁には2つの蛍光物質が存
在し,一つは最大励起波長350mm,最大蛍光波長は405nm,もう一つはそれぞれ380mm, 450mmであ
り,前者は動脈壁の弾性構造の結合組織葺白であるエラスチンであるとしている.また,後者を抽出
したものの特徴としてズダン親和性およびシッフ試薬に陽性であることからアルデヒド基を有する脂
質の一種であると考えた･これらの報告では蛍光物質の化学構造の特定はされていないが,共通点と
して動脈壁に存在する自己蛍光物質は複数あり,脂質に由来する物質であると考えられていたことが
挙げられる･その後も･これらの蛍光物質の化学構造を同定したという報告は無いが,血管形成術の
進掛こ伴い,動脈壁の自己蛍光物質により動脈硬化の病変部位を特定するという技術に利用されるよ
うになった.
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正常な血管壁の化学組成として,コラーゲン,エラスチン,ムコ多糖,コレステロール,リン脂質,
中性脂肪,グリコーゲン,カルシウム,リン酸等が挙げられるが,なかでもコラーゲンとエラスチン
が多く,乾燥重量における割合はそれぞれ16%, 33%である(手塩. 1979).また,動脈硬化の病変部
位の化学組成に関して以下の報告がある.ヒト大動脈のコラーゲンとエラスチンの存在比は正常部位
ではO.5 (コラーゲン/エラスチン)であをのに対し,病変部位では7.3とコラーゲンの割合が多やなる
(Laiferら, 1989).脳動脈組織は硬化に伴いコレステロールエステルは増加するが,中性脂肪は変化
せず,ムコ多掛ま減少する(Murata and Yokoyama, 1989).また,血管壁の石灰化が生じている部分
では,ハイドロキシアパタイトが同定されている(Fitspartricketa1.,1994).
また,これらの化学組成の蛍光性については以下の報告がある.コラーゲンはアキレス健や皮J*に
おいて青く蛍光することが知られている(Wolman et a1.,1985 ; McAuliffe et a1., 1990). Laiferら
(19891.は動脈壁から脂質,コラーゲンおよびエラスチン等の主な血管壁の構成成分を抽出しヘリウ
ム･カドミウムレーザーを用い波長325mmにて励起したところ,動脈硬化の病変部位のスペクトルはコ
ラーゲンと,正常部位はエラスチンの蛍光スペクトルと等しく,これらの部位のコラーゲンとエラス
チンの存在比率によるものであると結論している.また,動脈壁から脂質を抽出しても蛍光スペクト
ルは変わらないこと,リン酸カルシウムは蛍光しないことを報告している.動脈硬化の初期病変に酸
化リボ蕉白の蓄積が挙げられる.リボ蛋白をエキシマレーザー(励起波長308mm)で励起した場合,
変性のないものの蛍光ピーク波長は340mmであったが,酸化させたものの蛍光ピーク波長は長波長側
にシフトし,酸化前後のリボ蛋白の蛍光スペクトルは,それぞれヒト動脈壁の正常部位と黄色プラー
クの蛍光スペクトルに似ていることから,動脈壁へのリボ蛋白沈着は蛍光測定により判別できるとし
た報告もある(Oraevskyeta1.,1993a).また,プラークにリボフスチンまたはセロイドと呼ばれる蛍
光物質が存在するという報告もある(Banga, 1975 ; Verbunt et al" 1992).リボフスチンまたはセロ
イドについての詳細は後述する.また別の報告では,自己蛍光の原因物質としてカロテノイド(Prince
eta1.,1985)やトリプトファン(Baraga, 1989)が挙げられている.これらの報告から,血管壁には自
己蛍光物質は複数存在し,これら各々の存在比によって得られるスペクトルや強度が変わり,さらに
吸光特性の影響も受けることが予想される.
1. 2　動脈硬化の危険因子と自己蛍光物質
動脈硬化危険因子の一つに加齢が挙げられる.リボフスチンはヒトや動物の加齢とともに,体内の
臓器,組織に普遍的に蓄聴する自己蛍光を持った物質として19世紀末から知られているもので,紫外
線照射下で黄色の額栽状に見える.ビタミンE欠乏食餌で実験動物を飼育するとリボフスチン様の蛍光
額粒が顕微鏡下で観察され,リボフスチンと区別してセロイドと呼ばれているが,その生成機序はリ
ボフスチンと同様と考えられている.リボフスチンは細胞内のどこでどのような生成反応のもとにつ
くられるか明らかになっていないが,その蛍光の特徴として,最大励起波長は350mmから370mmであ
り最大蛍光波長は420nmから490mm付近であること,塩基性下では蛍光強度が低下することが挙げら
れる.リボフスチンは脳,心臓,価,腎臓,肝臓などの種々の膿器において,加齢に伴いその蓄積が
報告されているが,その増加は臓器によって差があると報告されている(島崎, 1988).
動脈壁においてもリボフスチンまたはセロイドの存在が報告されている. Verbuntら(1992)は,
アテロームにおいて,分散した丸い額粒状の蛍光物質の沈着が見られ,オイルレッド0で染色されアル
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コールに溶解しないセロイドが観察されると述べている. Banga (1975)は動脈硬化の進展とともに
自己蛍光物質が動脈のみではなく椎間板にも蓄積することを認め,この物質は最大励起波長と最大蛍
光波長はそれぞれ410nm, 470nmであり, TBA反応に陽性を示ことからリボフスチン様の物質である
と述べている.また, Mehrabianら(1991)は動脈硬化モデルマウスの動脈の弁の葉状部と僧帽弁の
葉状都の表面にリボフスチンまたはセロイドが沈着することを報告した.前述のレ-ザ｣照射による
動脈壁の病変の診断の研究においても,蛍光物質の一部はリボフスチンとして扱われている
(Richards･Kortum et a1., 1989a).
マクロファージに関するセロイドの報告は以下の様なものがある.粥状動脈硬化の初期病変では,
細胞内に脂質を大量に蓄積したモノサイト/マクロファージ由来の泡沫細胞が内皮細胞下に集族して
見られる.このマクロファージには多くのセロイドが含まれていることが報告されている(Mitchinson
eLa1.,1985).また,マウスの腹腔マクロファージをリノール酸コレスデJルとウシ血清アルブミンか
ら成る人工リボ蛋白と一緒に培養すると,短時間でセロイドが蓄積される(Carpenter etal..1989).
しかし,白血球すべてが自己蛍光を持つわけではなく,モノサイトやマクロファージでは観察される
が,リンパ球や額粒球ではほとんど観察されないといわれている(Viksmaneta1., 1994).
常に高い硬化的ストレスに暴露され,活性酸素の攻撃の対象として,血液は最も酸化傷害を受けや
すい生体成分の一つである.特に赤血球は他の細胞に比べスーパーオキサイドジスムタ-ゼ(SOD)
やカタラーゼといった抗酸化酵素を高濃度有している.赤血球膜の脂質過酸化反応に伴い,蛋白やリ
ン脂質中に蛍光物質が形成され,この蛍光物質はリボフスチンであるという報告がなされている.ま
た,老化した赤血球の膜脂質中に蛍光物質が形成され,これはマロンジアルデヒドとリン脂質の反応
生成物であると推定されている　Oain, 1988).
血清におけるリボフスチンの報告もある. Tsuchidaら(1985)は血清から水溶性成分を抽出物は最
大励起波長と最大蛍光波長はそれぞれ350nm, 460mmであり,これと紫外線を照射したリノール酸を
一緒に培養すると蛍光が増加すると報告している.ここでの紫外線の照射は,不飽和脂肪酸を酸化す
る為に行っている.また, csallanyとAyaz (1976)は血液と組織の脂質抽出物をカラムクロマトグラ
フィー法で抽出したものの励起極大と蛍光橿大はそれぞれ345･350mm, 435nmであり,これをリボフ
スチンとしている.
このように,血管壁,マクロファージ,赤血球,血清(または血祭)の中にリボフスチンまたはセ
ロイドが存在するという報告は数多くなされている.しかし,これらの報告ではリボフスチンまたは
セロイドであることを蛍光スペクトルの特徴だけで判断している場合も多く,報告されている蛍光物
質の全てがリボフスチンまたはセロイドであると確認するのは困難である.
糖尿病のような耐糖能異常も動脈硬化の危険因子の一つとして広く認められている.グルコースは
非酵素的に蛋白と結合してアマドリ生成物と呼ばれる化合物を形成する(Ceramieta1.,1987).また,
このような糖と蛋白の非酵素的な反応をグリケ-ションという.アマドリ生成物は脱水反応を起こし
て, AGE (advanced glycosylation end products)と呼ばれるグルコース誘導体へと不可逆的に変化す
る. AGEは黄褐色で蛍光を有し､近くにある蛋白と結合し架席を形成する性質を持っている.糖尿病
患者の血液中には,健常人の2-3倍のアマドリ生成物が含まれており,これがやがてAGEとなり,蛋
自問の架橋を形成して組織の障害を生じると考えられる.グルコースが蛋白を変質させる過程は食品
化学の分野ではメイラード反応として古くから知られているが,同じ反応過程が生体内でも起こり得
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ることを認識されるようになったのは最近のことである.この反応は,グルコースのアルデヒド基と
蛋白のアミノ基が結合し,シツフ塩基と呼ばれる構造を形成することで始まる.メイラード反応を受
ける生体内の蛋白は,細胞内蛋白であるヘモグロビン,水晶体クリスタリン,カテプシンB,細胞膜蛋
白であるスペクトリン,ミエリン,細胞外黄白であるアルブミン,アンチトロンビンⅢ,フエリチン,
フイブリノ-ゲン,高比重リボ蕉白,低比重リボ蛋白(LDL)および免疫グロブリン等が挙げられる
(堀内, 1993).
ceramiら(1987)はさらに, AGEが粥状硬化の成因に関与する可能性も指摘し,そのメカニズムは
次の様であると述べた.内皮細胞が損傷を受けると,動脈登内にあるコラーゲン･AGE複合体にLDLが
捕捉され,コレステロールが蓄耕される.マクロファージはこのようなリボ茸白を除去しようとする
が,その際に平滑筋細胞に増殖刺激を与える因子を分泌し,さらに新しいコラーゲンの産生を促す.
ウシ血清アルブミンをグルコースと反応させ生成したAGE･BSAは内皮細胞の形態に影響を与え,細胞
間の接着を弱めるという報告も(Espo主ito etal., 1989) , AGEと粥状硬化の成因に関連する根拠の一
つと考えられる.マクロファージのAGE　の取り込みはAGE　レセプターを介して行われるが,これは
macrophage scavenger receptor (MSR)に似ている(Horiuchi etal.. 1996).また,熊状硬化のAGE
の存在を直接的に確乾した報告も多数ある(Lee et a1., 1993 ; Nakamura et a1.. 1993 ; Hunt et a1.,
1994b). Huntら(1994b)はヒトのアテロームからAGEを抽出しダリケ-ションの程度と蛍光強度
は正の相関をすることを示した.この時,蛍光は最大励起波長は350nm,最大蛍光波長は430mmであ
ると述べている.
近年,軟化ストレスが臨床医学の方面で注目されつつある.この理由は種々の疾患の原因が減算や
組織における硬化ストレスによる障害と深く関係すると考えられるようになってきたことである(井
上1992 ;大坪. 1994).酸化ストレスによる障害とは,生体に吸入された酸素の一都は活性破棄とな
り,不飽和脂肪酸の過酸化反応を引き起こし,これが老化や痛,心筋梗塞,リウマチ,炎症等の原因
となるという説である(菊川, 1993).動脈硬化においても例外ではない.動脈硬化の初期病変は,
又oss (1986)が提唱した,血管内皮細胞に何らかの傷害が起こるとする｢内皮細胞傷害説｣が広く支
持されているが,この傷害の原因が過教化脂質であると説もある(菊川, 1993).動脈硬化の初期病
変に見られる泡沫細胞の形成にはリボ黄白の酸化変性が関与することが明らかになってきた
(steinbergeta1.. 1989).マクロファージへのLDLの取り込みはLDLが酸化すると著しく克進するが,
取り込んだ軟化LDLを十分に消化できないので,コレステロール･エステルがマクロファージに蓄積す
ることになるという.抗軟化作用を有するプロプコールやbutylated hydroxytoluene(BHT)が動脈硬化病
変の形成を抑制するという報告(Kitaeta1., 1992 ; Bjorkhameta1., 1991)もこの説を支持している.
その一方で,血祭または血清は,フリーラジカルに対する種々の防御横構を有することが知られて
いる.防御機構には,発生した活性敢素やフリーラジカルを消去するものと発生そのものを阻止する
ものがあり,前者にはビタミンC,ビタミンE,尿酸,ビリルビン等の低分子抗酸化物質および抗酸化
辞素があり,後者にはトランスフェリン,セルロプラスミンがある(Wayer et a1., 1987;Asayama et
a1.,1987).血中黄白はトランスフエリン,セルロプラスミン,アルブミンの順に抗酸化能を示し,加
齢に伴い抗硬化能が低下するという報告もある(内田ら. 1991). LDLの酸化に関しては, in vitroの
実験により血中蛋白は内皮細胞による酸化を阻害し,マクロファージのLDLの取り込みを抑制すること
が確認されている(Kotake eta1.. 1993).
-4-
動脈硬化に脂質の硬化が関与するとしたら,それはどのように生じるのかという疑問が生じる.こ
れまで-, LDLは動脈壁の内皮下層により軟化されると考えられていた.前述のように血中には多くの種
類の抗軟化物が存在し,血中には軟化LDLは存在しないとされていた.しかし,最近になって血中の微
量の軟化LDL濃度を測定する方法が開発され,血中に軟化LDLが存在し,動脈硬化症患者は健常者より
酸化LDL濃度が高いという報告がなされ(道下ら, 1996) ,現在ではLDLが軟化を被る部位は特定さ
れないものの,血中における酸化LDLの存在は改められつつある.また,生体内において老化に伴い赤
血球膜の脂質が過酸化脂質となることが報告されている　Oain. 1988).赤血球が血液中で酸化されて
いるなら,他の血中成分も血中で軟化されていると考えられ, LDLだけではなく超低比重リボ蛋白
(VLDL) ,高比重リボ蛋白等の他のリボ蛋白の酸化も予測される.
1-　3　本研究の日的
本研究では,血液および動脈壁における自己蛍光という現象を動脈硬化と関連づけて考え,これを
動脈硬化の早期診断法として用いるための基礎的な検討を行うことを目的とし,動脈硬化病変におけ
る血液および動脈壁の自己蛍光分析に関する研究に取り組んだ.そこで,動脈硬化症患者の血液およ
び動脈壁の自己蛍光の特徴を実験および観察に基づいて抽出し,自己蛍光物質が生成する原因を検討
した.また実験動物モデルを用いた系統的な実験を行い,血液の自己蛍光の特徴および自己蛍光物質
の検討を行った.ここで得られた結果を基に,蛍光測定を動脈硬化の診断法に応用する可能性につい
て検討した.
1. 4　本研究の結論
本研究では,動脈硬化における血液および動脈壁の自己蛍光の特徴を明らかにすることを目的とし,
ヒト動脈壁,ヒト血費,モルモットの動脈硬化モデル血液の自己蛍光の測定および解析を行った.
ヒト動脈壁の自己蛍光の測定したところ,紫外領域の光(波長330-380mm)の照射すると,正常な
動脈塵の自己蛍光のピーク波長は469±1mm,動脈硬化を生じたものは479±1mmであり,動脈硬化の
病変部位の方が長波長であった.また,動脈硬化を生じた動脈壁の蛍光ピーク強度は正常なものより
小さかった.蛍光測定と同時に行った蛍光像の教案により,動脈硬化を生じた動脈壁の蛍光ピーク強
度の減少は正常部位で見られたコラーゲンやエラスチンの蛍光の減少によるものであり,蛍光ピーク
波長の変化は動腺硬化の病変部位に戟察された粒状の蛍光物質によるものであることが確認された.
ヒト血柴の自己蛍光を測定したところ,励起波長340nmでは健常者の自己蛍光のピーク波長は457士
2nm,動脈硬化症患者は444±4nmであり,動脈硬化症患者の方が短波長であった.また,健常者の自
己蛍光のピーク強度は1607土158A.U.,動脈硬化症患者は1434±94A.U.であり,動腺硬化症点者の方
が小さかった･集団検診受診者で血中脂質濃度が正常である者(A群)の自己蛍光のピーク波長は/
459士1nm,高脂血症または低HDL血症の者(B群)は454土1nmであった.また, A群の自己蛍光のピー
ク強度は1577±39A.U., B群は1648±46A.U.であり, B群の方が大きかった.
飼育4過のモルモット血集を波長340nmで励起したところ,自己蛍光ピーク波長はControl (普通食)
秤, cho (普通食に1%コレステロールを付加)秤, cわo+D (普通食に1%コレステロールとビタミ
ンD2を付加)群において,それぞれ485士1mm, 479±2nm, 483±2mmであり,動脈硬化モデルの方
が短波長であった.また,自己蛍光のピーク強度はControl群, cho群, cho+D群それぞれ1549士
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64A.U., 1241±56A.U., 2143士73A.U.であり,動脈硬化モデルであるCho群はControl群より小さく,
cbo+D群はControl群より大きかった.
ここで示されたように,動脈硬化における血寮の自己蛍光の特徴は健常者と比べ蛍光ピーク波長が
短波長であることである.この理由として,血兼の硬化および脂質濃度が挙げられることが実験によ
り確致された.また,蛍光ピーク波長の短波長側へのシフトは短波長にピークを持つ蛍光物質の生成
によるものであることが示唆された.
一方,血費の自己蛍光のピーク強度は,動脈硬化症患者の場合は減少,集団検診受診者の高脂血症
または低Hm血症の者は増加する傾向を示した.モルモットの動脈硬化モデルにおいても減少(cho群)
と増加(cho+D群)の2つの傾向が示された.また,モルモットの動脈硬化モデルに実験において,
蛍光ピーク強度が減少したcho群においでも,蛍光ピークより短波長における強度と蛍光ピークにおけ
る強度の比はcontrol群より大きかったことから,蛍光ピークより短波長の蛍光物質は相対的には増加
しており,これと蛍光ピーク強度の減少とは別の現象であると考えられた.さらに,血兼の自己蛍光
の大部分は蛋白によること, 3群において蛋白濃度あたりの蛍光強度が異なることから,蛍光ピーク強
度の減少は蛍光物質の分解ではなく,蛍光の消光のような現象であると考えられた.現在のところ,
蛍光ピーク波長より短波長にピークを示す自己蛍光物質,および消光の原因を特定するまでには至っ
ておらず,さらに分析を進め動脈硬化の診断に血兼の自己蛍光を用いる論理的背景としたい.
実験を進める過程で,モルモット動脈硬化モデルの赤血球が強い赤い自己蛍光を有することを兄い
だし,赤血球の自己蛍光の分析を行った.赤血球の自己蛍光のピーク波長は625mm付近にあり, cho群
およびCho+D群において飼育期間が長くなるにつれ増加した.高速液体クロマトグラフィーを用いた
赤血球中のポルフィリンの分析を行うと,動脈硬化モデルのモルモットにプロトポルフィリンの増加
が見られ,この濃度が宗教分光により計測された赤血球の蛍光強度と強く相関することから,蛍光物
質はプロトポルフィリンであると考えられた.赤血球のプロトポルフィリン濃度と動脈硬化と関連し
た研究はこれまでなされてなく,動腺硬化診断の新規の指標となる可能性が考えられる.しかし,現
在のところヒトにおいても同様の現象が親潮されるかどうかは不明である.今後,モルモットの動脈
硬化モデルにおけるプロトポルフィリンの生成の携帯を調べ,動脈硬化との関連を検討する必要があ
る.
当初,動腺硬化の進行に伴い生成されるという動脈壁中の自己蛍光物質と血費の自己蛍光物質は同
一物質の可能性を考え実験を進めた.しかし,動脈硬化における動脈壁の自己蛍光と血費の自己蛍光
の特徴は異なることから,同一の物質ではないと考えられる.また,赤血球の自己蛍光物質も血費や
動脈壁の自己蛍光物質と同一の物質ではない.血柴および赤血球の自己蛍光は血中脂質やその過酸化
物の濃度と相関を示すが,脂質濃度が変化しなくても飼育期問が長くなるにつれて変化することがモ
ルモットの動脈硬化モデルの実験により示きた.また,動脈壁の脂質沈着両帝と血兼の自己蛍光のピー
ク波長,蛍光強度比(460nm/490nm) ,赤血球の自己蛍光強度およびプロトポルフィリン濃度が有
意に相関するという結果が得られた.これらのことから,血柴および赤血球の自己蛍光測定は従来の
脂質成分測定とは異なる動脈硬化の指標となることが期待される.
これまで,動脈壁の自己蛍光について数多くの研究者によって研究されてきたが,血兼や赤血球の
自己蛍光についてはほとんど研究はなされてない.本研究においでも,血蒙および赤血球の自己蛍光
と動脈硬化が関連する可能性が示されたという基礎的検討の段階である.これを臨床の場で動脈硬化
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の診断に用いるには,さらに蛍光物質の分析,生成のメカニズムおよび蛍光測定の有用性の検討が必
要であり1また装置化および診断基準についても多くの課麓がある.今後,このような研究により血
液検査のような非侵我的な動脈硬化の早期診断方法が開発されることを期待する.
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5. 2　ヒト血紫の自己蛍光
1.　緒　言
粥状動腺硬化の初期病変では,細胞内にコレステロールエステルを大量に蓄積したマクロファージ
由来の泡沫細胞が内皮細胞下に集族して見られる.これは酸化LDL等の変性リボ蛋白をマクロファージ
が細胞内に取り込み,結果として細胞内にコレステロールが蓄潰され,泡沫細胞化するものと考えら
れている.これまで, LDLの酸化変性は血管壁内で起こるものとされ,この過程には血管内皮細胞ある
いはマクロファージが関与するといわれている(Steinbergand Witztum, 1990).しかし,最近の研究
において酵素免疫法を用いて血液中にも酸化LDLが存在することが報告され(道下ら, 1996) ,動脈硬
化症息者の血液中の硬化変性LDLの測定がその進行度の診断に用いられつつある.
血管壁の自己蛍光の原因を検討する上で, LDLの自己蛍光と酸化による変化についての検討がなされ
ている(Schuh et a1., 1978 ; Roller et a1., 1986 ; Cominacini et a1..1991 ; Demyanov et a1..1991 ;
Oraevskey et a1.,1993a ; Singh et a1., 1995).これらの報告においてLDLは自己蛍光を有することが示
されている･また,酸化による変化としては2種類の報告がある.一つはOraevskeyらによって示され
た蛍光ピーク波長の長波長側へのシフトであり,もう一つはKoller, Cominacini, Singhらによって示さ
れた蛍光強度の増加である.また,血祭中にはLDLの他にも自己蛍光を示す物質がいくつか存在する.
アルブミンが自己蛍光を示すこと,脂肪酸が結合したアルブミンを酸化させることにより自己蛍光強
度が増すことが報告されている(Fletcher and Tappet, 1970).
本章ではヒト血兼の自己蛍光と動脈硬化の関連を明らかにするため,以下の検討を行った.まずヒ
ト血費の自己蛍光測定の基礎検討として,蛍光の測定条件および血祭の濃度と自己蛍光スペクトルに
ついて検討した.次に動脈硬化症患者と健常者の血祭の自己蛍光スペクトルを比較し,動脈硬化症患
者のスペクトルの特徴を抽出した.また,集団検診受診者を血中脂質濃度が正常である者と動脈硬化
の危険性が高いと考えられる高脂血症または低HDL血症の者の2群に分け,血兼の自己蛍光スペクト
ルの此軟を行った･さらに,血費成分(コレステロール,トリグリセライド, HDL･コレステロール,
稔蛋白濃度,過酸化脂質等)と血費の自己蛍光の関係を明らかにするため,集団検診受診者の血祭の
自己蛍光と血費の生化学データの相関を検討した.血祭は蛋白と脂質の混合物質と考えられる.そこ
で,リボ蛋自分画法を用い血費を分画し,それぞれの分画について自己蛍光分析を行った.さらに,
ヒト血菜およびリボ蛋自分画の自己蛍光スペクトルに対する酸化の影軌こついて検討した.
2.　方法
2. 1　対　象
a.動脈硬化症患者とその対照
動脈硬化症点者の血液は東北大学医学部胸部外科の入院患者(平均年齢67歳, n=8)のものである.
患者の病名は胸部大動脈癌(弓都大動脈および上行大動脈) ,高脂血症である.東北大学医学部胸部
外科において,これらの点者の動脈癌は動脈硬化性のものであると診断された.また,動脈硬化症患
者の対照は,集団検診受診者から同じ年齢層の受診者をサンプリングしたものであり,平均年齢64歳
(n=7)である.抗凝固剤はヘパリンナトリウムを用いた.
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b.集団検診受診者
集団診断受診者の血液は(財)宮城県予防医学協会から頂いたものである. 108名の血液から顕著な
溶血が見られる試料を除外した結果, 106名(平均年齢43歳,男53名,女53名)となった.抗凝固
剤はEDTAを用いた.
C.リボ蛋白分画
リボ蛋白の分画には,ボランティアから得た血液(年齢28-55歳, n=8,男7名,女1名)を用い
た.抗凝固剤はEDTAを用いた.
d.軟　化
酸化は酸素付加と硫酸銅付加の2つの方法を用いた.教案付加の実験にはボランティアから得た血
液(年齢28-55歳, n=11,男8名,女3名)を用い,抗凝固剤はヘパリンナトリウムを用いた.硫軟
鋼付加の実験にはリボ蛋自分画に用いた血液を用いた.
2. 2　血兼分離および保存
EDTAまたはヘパリンナトリウム採血して得たヒト血液を, 3.000rpm, 10分間の遠心により血柴を
分離した.遠心分社後は軟化しないように窒素で封入し測定まで冷凍保有した.また,リボ蛋白の分
画には採血直後のものを用いた.
2. 3　血兼成分の測定
血兼成分の測定は骨法によった.コレステロールは酵素法を用いた市販の測定キット(デタミナ-
TC555 ;協和メディックス(秩))で測定した.中性脂肪(TGと略す)は酵素法を用いた市販の測定キッ
ト(デタミナ-TG;協和メディックス(秩))により測定した.過酸化脂質は八木別法を用いた市政の
キット(デタミナ-LPO;協和メディックス(秩))にて測定した.八木別法とはチオパルビツール酸反
応を用いた八木法をもとに,ヘモグロビンを触媒として過酸化脂質とメチレンブルー誘導体が反応し
てメチレンブルーが等モル生成する現象を利用し,この里色度を測定することにより過酸化脂質を定
量する方法である(八木. 1976;Ohishi et a1., 1985).蛋白はBCA法を用いた市販の測定キット
(BCA protein assay reagent ;和光純薬工業(秩))を用いた(Smith et a1., 1986).また,集団検診の稔
コレステロール,中性脂肪, HDL-コレステロール, LDL-コレステロール,糖蛋白は(財)宮城県予防
医学協会における測定結果を用いた.
2. 4　リボ蛋白の分･画
リボ蛋白とは,トリアシルダリセロールやコレステロールエステルなどの中性脂肪をコアとし,そ
の表面を固有の黄白(アポリボ蛋白)とリン脂質,およびコレステロールから成る被膜で包まれた小ノ
粒子であって,疎水性の脂質に蛋白が結合することにより血中においても安定した輪送体として存在
する.図1にリボ蛋白の構造,分画の特徴,比重と分布を示す.リボ蛋白は比重により連続的に分布し,
段階的超遠心により,比重が小さい分画から段階的に順次分離される(山村,1993).図2にリボ蛋白
の分画の手順を示す.超遠心横(XL･80Ultracentrifuge ;Beckman)を用いて,カイロミクロン
(chylomicron) , VLDL (比重1.006以下) , LDL (1.006-1.063) , HDL (1.063･1.21)の順で分画し
た. HDLの分画によって下層に残ったものをリボ蛋白フリーの分画(lipoprotein free fraction ; LPF :
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1.21以上,超高比重リボ蛋白を含む)とした.血祭中のすべての成分は,この5つの分画の何れかに分
配される.また,それぞれの分画は血兼中の漉鹿に合わせるため,分離したリボ蛋白分画の液量を分
画前の血祭量と等しくなるように調製した.分画後は窒素で封入し,測定まで4℃で保有した.
2. 5　血祭およびリボ蛋白分画の酸化　ノ
a.酸素付加
血兼の敢素付加は,ガラス製の試験管(12.5mm2×75mm)に血祭0.6mlを入れ,酸素を封入しシリ
コン栓で密閉して室温にて軽く振塗した.付加時間は24時間, 48時間, 72時間とし, 24時間毎に気相
を敢素で置換した.
b..硫酸銅付加
血紫の硫軟鋼付加は, Dasguptaとzdunek (1992)の方法を改変した.血祭と硫酸銅溶液を199 : 1
の容積比で混合した時,混合後の硫酸銅濃度が1-5mMになるように硫軟鋼溶液を調整した.血祭に硫
酸銅溶液を199 : 1の容積比で加えミキサーで混合した後, 4℃で72時間静置した. Dasguptaとzdunek
の報告では,硫夜鍋を添加しない血清のTBARS借は2.9nmol/mlであるのに対して, 2mMの硫酸銅の添
加により48時間後にはTBARS億が16.3mmol/mlとなった.リボ蛋自分画の硫酸銅付加も血兼の場合と
同じく添加により行った.カイロミクロン, VLDL, LDL, HDLの場合の硫酸銅のリボ蛋自分画中の濃
度は,何れのリボ蛋自分画においても蛍光強度が増加する濃度である0.5mM, LPFの場合は1.OmMとし
た.
2. 6　自己蛍光測定
自己蛍光の測定は蛍光分光光度計(F2000 ;日立)を用いて測定した.スキャン速度1200mm/min,
バンドパスは蛍光,励起とも10nm,光電子増倍管は700Vを用いた.また,血兼の希釈には生理食塩
水を用いた.
2. 7　統計処理
数値は全てmean±standard error of mean (SEM)で表示した.動脈硬化症患者と健常者の有意差検
定はunpaired t test,酸化による血紫の蛍光波長,蛍光強度,および過軟化脂質濃度の有意差検定は
paired t testを用い, P〈O.05をもって有意とした.また,集団検診受診者の血費成分と蛍光測定の関係
は相関係数を用いて判定し, pく0.05をもって有意とした.
3.　結　果
3. 1　血兼の自己蛍光測定の基礎検討
a.血紫の自己蛍光の測定条件
血祭は単一の蛍光物質と異なりいろいろな成分を含んでいる.また,乳びによる散乱の影響も考え
られる.そこで自己蛍光を測定する血費の濃度を検討するために,生理食塩水を用いて無希釈から10
万倍までの血紫の希釈系列を作成し,自己蛍光強度について検討した.無希釈における健常者の血祭
のピークの波長である(励起波長280mm,蛍光波長340mm) , (励起360nm,蛍光450nm) , (励
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起440nm,蛍光520nm)における蛍光強度を測定した.希釈度と蛍光強度の関係を図3に示す.励起
波長280mmでは10万倍希釈から1000倍希釈,励起波長360mmでは1000倍希釈から2倍希釈,励起波長
440mmでは100倍希釈から2倍希釈の間で直線性が得られた.直線性が得られる波長および希釈条件の
自己蛍光は蛍光物質によるものと考えられた.
b.血兼の自己蛍光スペクトル　′
生理食塩水で10倍に希釈した血兼の自己蛍光スペクトルの最大励起波長は340nmから360nmであり,
最大蛍光波長は435mmから465mmであった.励起波長340nmおよび蛍光波長460mmにおける自己蛍光
スペクトル･カープの一例を図4に示す.酸化によるLDLの蛍光スペクトルの変化は励起波長360mm,
波長430nmの蛍光強度の変化が大きいという報告があるが(Roller etal., 1986) ,血祭の最大励起波
長が340mmから360mmであること,また励起波長365nmにおける水のラマンピーク(Ramman effect)
は416mmであり,酸化による変化が現われる蛍光波長近辺の蛍光強度に影響をおよぼすことを考慮し,
この後の血兼の自己蛍光の測定条件は励起波長は340mmとし,血費は10倍希釈とした.ここで,ラマ
ン散乱は溶媒により発せられ,励起波長に伴いピーク位置が移動する現象である.
3. 2　動脈硬化症患者と健常者の血菜の自己蛍光
a.背　景
動脈硬化症点者とその対照群の背景を表1に示す.動脈硬化症患者の平均年齢は67歳と高齢であった
ため,この対照群は60歳以上で集団検診受診者でなおかつ稔コレステロールが220mg/dl以下,中性脂
肪が150mg/dl以下のものとした.動脈硬化症患者は血中脂質コントロールの治療を受けていたため稔
コレステロールは正常値を示した.しかし,中性脂肪および過酸化脂質は健常者に対して有意に高値
を示した.
b.自己蛍光スペクトル
健常者と動脈硬化症患者の血祭の自己蛍光スペクトルを図5(a), (b)に示す.動脈硬化症患者の自己蛍
光スペクトルは健常者のものに比べピーク波長が短波長側にシフトしているものが多く,顕著なもの
になると400mmから450mmの問にピークを持ち健常者のピーク波長の部分がショルダーを示すものも
見られた.健常者の蛍光ピーク波長は457士2mm (mean±SEM) ,動脈硬化症患者は444±4mmであり,
動脈硬化症患者の蛍光ピーク波長は有意に短波長側にシフトしていた(pく0.001,図6(a)).また,健
常者の自己蛍光のピーク強度は1607土158A.U.,動脈硬化症患者は1434±94A.U.であり,動脈硬化症
患者の方が小さい値を示したが有意な差は見られなかった(図6(b)).蛍光ピーク波長のシフトの原因
として,健常者のピークより短波長にピークを持つ蛍光物質が血兼中に存在することが考えられる.
そこで,波長420mmにおける蛍光強度を比較したところ,動脈硬化症患者の方が大きい傾向を示した
が有意差は見られなかった(図6(C)).また,蛍光物質が存在するとしてもその強度の影響が小さいと
思われる波長500nmにおける蛍光強度を比較したところ,動脈硬化症患者の方が有意に小さかった
(p一o.05,図6(d)).
3. 3　集団検診受診者の血兼の自己蛍光と成分
a.背　景
集団検診受診者の背景を表2に示す.集団検診受診者106名のうち稔コレステロールが220mg/dl未満,
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LDL･コレステロールが140mddl未満,中性脂肪が150mg/dl未満, HDL･コレステロールが40mg/dl以上
という条件をすべて満たすものをA群とし,これ以外のものをB群とした. A群は62名(内,男26名,
女36名) , B群は44名(内,男28名,女16名)であった. A群とB群の間で統計的に有意差を示す項目
は年齢,稔コレステロール, LDL-コレステロール, fDL･コレステロール,中性脂肪,過酸化脂質であっ
た.
b.自己蛍光スペクトル
集団検診の受診者全体, A群およびB群の血費の自己蛍光スペクトルの平均を図7に示す. A群は受診
者全体より強度がわずかに小さく, B群は受診者全体より強度がわずかに大きかった.また, A群とB
群は400mmから450mmの波長域は450mm以上の波長域より差が大きかった.集団検診受診者, A群, B
群の蛍光ピーク波長はそれぞれ457±1nm (mean士SEM) , 459±1nm, 454±1nmであり, A群とB群
は有意な差を示した.また,集団検診受診者, A群, B群の蛍光ピーク強度はそれぞれ1607±
30A.U., 1577±39AU., 1648±46A.U.であり, B群はA群より大きい傾向を示したが有意な差はなかっ
た(図8(a). (b)).また420mmにおける蛍光強度はB群の方が有意に大きく, 500nmにおける蛍光強度
はB群の方が大きい傾向を示したが有意な差はなかった(図8(C), (d)).
C.自己蛍光スペクトルと血兼成分
蛍光スペクトルを表す代表的な値として蛍光ピーク波長,蛍光ピーク強度および420mmと500nmに
おける蛍光強度を考え,過酸化脂質および血劉旨質成分との相関を検討した結果を表3に示す.血祭の
自己蛍光のピーク波長は,中性脂肪,過酸化脂質と正の相関を示し, HDL･コレステロールとは負の相
関を示した. 420nmにおける蛍光強度は年齢,稔コレステロール,中性脂肪,過酸化脂質と正の相関
を示し, HDLコレステロールとは負の相関を示した.また,ピーク強度および500mmにおける強度は
過酸化脂質とのみ弱い相関を示した.蛍光スペクトルは波長と蛍光強度の2つの因子で表される.そ
こで,過酸化脂質と蛍光ピーク波長およびピーク蛍光強度との重相関を調べたところ,相関係数は
0.423となり有意に相関した(p一o.001,図9).
3. 4　リボ蛋白分画を用いた自己蛍光の分析
a.コレステロールおよび過酸化脂質濃度
分画によって得られたカイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFのコレステロールはそれぞれ, 2士
Omg/dl, 20±5mg/dl, 113±10mg/dl, 42士4mgdl, 6土0mg/dl (n=8, mean±SD)であった.また,
カイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFの過酸化脂質濃度はそれぞれ, 1.9士0.5nmol/ml, 2.1±
0･9mmol/ml, 1･3士0.4nmol/ml, 0.5±0.3mmol/ml, 0.3±0.3nmol/ml (n-8, mean±SEM)であった
(表4) .
b.自己蛍光スペクトル
カイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFの自己蛍光スペクトルを図10に示す.図10(b)は(a)と同じ
スペクトルを縦軸を変えて示したものである.また,表4にそれぞれの分画の蛍光ピーク波長,蛍光ピー
ク強度を示す･カイロミクロン, VLDL, LDL, HDLの自己蛍光強度は血祭と比較すると小さく,蛍光
ピーク波長は430mm付近にあり短波長である.図11にそれぞれの分画の自己蛍光スペクトルを加算し
たものの一例を示す･リボ蛋白分画のスペクトルの和は血紫の自己蛍光スペクトルとほぼ等しく,血
紫の自己蛍光の大部分はLPFの分画の自己蛍光によるものであった.血祭の平均的な蛍光ピーク波長で
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ある460nmにおけるカイロミクロン, VLDL, LDL, HDL, LPFの蛍光強度の平均値は2:5:6:2:85,蛍光
波長420n山こおける平均値は, 5:14:10:3:68であり血費の蛍光スペクトルは蛍光波長420nmの方が
460nmより脂質を含む分画の影響を大きく受けた.
3. 5　酸化が血費およびリボ葺自分画におよぼす影響
a.酸素付加による血薮の酸化
血掛こ酸素付加した場合の自己蛍光スペクトルの一例を図12に示す.血柴に敢素を付加すると,付
加時問とともに自己蛍光のピーク波長の短波長側へのシフト,蛍光ピークの強度の増加,および
420mm付近の蛍光強度の増加が見られた.破棄付加に伴う過軟化脂質濃度,蛍光ピーク波長,蛍光ピー
ク強度,および420nznの強度の変化を図13(a).0)).(C),(d)に示す.過酸化脂質および420mmにおける蛍光
強度は付加時間24時間から,蛍光ピーク波長,蛍光ピーク強度は48時間から有意に増加し,蛍光ピー
ク強度より420mmの蛍光強度の変化の方がやや早い時間で現われた.
b.硫軟鋼による血祭の軟化
硫軟鋼を付加した場合の自己蛍光スペクトルの一例を図14に示す.教案付加の場合と同じく,硫軟
鋼濃度とともに自己蛍光スペクトルはピーク波長の短波長側へのシフト,蛍光ピークの強度の増加,
および420mm付近の蛍光強度の増加が観察された.過渡化脂質濃度,蛍光ピーク波長,蛍光ピーク強
皮,および420mmの強度の硬軟銅濃度による変化を図15(al(b),(C),(d)に示す.過軟化脂質は1mM,蛍光
ピーク波長は3mM,蛍光ピーク強度, 420mmにおける蛍光強度は5mMから有意に増加した.
C.硫硬鋼によるリボ蛋白分画の酸化
カイロミクロン, VLDL, LDL, HDLの場合は0.5mM, LPFでは1mMになるように硫酸銅を付加した
場合の付加前後の蛍光ピーク強度の変化を表5に示す.また,その時の自己蛍光スペクトルの変化の一
例を図16(a),(b).(C)に示す.硫酸銅付加により蛍光ピーク強度はカイロミクロン, VLDL, LDL, HⅨ一の
分画で増加し,なかでもHDLでは13.4倍になった.またLDLに濃度1mMになるように硬軟銅を付加す
ると, 6.4倍となった.一方, LPFの分画では5mMでも蛍光ピーク強度の顕著な増加は見られなかった.
4.　考　察
4. 1動脈硬化における血費の自己蛍光の特徴
血祭の自己蛍光スペクトルは,フルオレセインナトリウムのようないわゆる蛍光試薬と異なり,ブ
ロードな蛍光スペクトルを示すことが確認された.ほぼ同じ年齢層の血乗の自己蛍光を比較すると,
動脈硬化症患者は健常者とは異なるスペクトルを示した.その特徴は,動脈硬化症患者は健常者より
蛍光ピーク波長が短波長であり(図6(a)) , 420nmの蛍光強度が大きいというものであった(図6
(C)).しかし,蛍光ピーク波長の強度は健常者と比較すると小さく(図6(b)) ,単に健常者の蛍光スペ
クトルに蛍光物質が付加されたものとは異なることが予想された.
次に集団検診受診者を血中脂質濃度が正常であるA群と高脂血症および低HDL血症であるB群に分け,
血費の自己蛍光スペクトルを比較した. B群はA群より蛍光ピークが短波長であり(図8(a)) , 420mm
近辺の蛍光強度が大きい(図8(C))という動脈硬化症患者の自己蛍光スペクトルと共通した特徴が見ら
れた.しかし,蛍光ピーク強度はB群はA群より大きいという動脈硬化症患者の自己蛍光スペクトルと
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は逆の結果を示した(図8(b)).また,動脈硬化症患者および集団検診者の血梁の自己蛍光スペクトル
のピーク波長と420nmにおける蛍光強度の関係をまとまると,高脂血症および低HDL血症である集団
検診受診者B群の蛍光ピーク波長および420mmにおける強度は,健常者である集団検診受診者A群と動
脈硬化症点者の問の値を取った(図17).集団検診受診者A群, B群,動脈硬化症患者の稔コレステロー
ルはそれぞれ, 173±3mg/dl, 217士4mg/al, 209±18mg/dl,中性脂肪は66士4mg/dl, 151±13mg/
dl, 165±24mg/dlであり,集団検診受診者B群と動脈硬化症患者の稔コレステロールおよび中性脂質
濃度には差はない.
これらのことから,血兼の自己蛍光のピーク波長および420mmにおける強度は,血中脂質濃度とは
異なる動脈硬化症の指標となる可能性が示唆された.また,自己蛍光のピーク強度は,動腺硬化症患
者の検討と集団検診受診者の検討の間で逆の結果となる点については,さらに検討を行い動脈硬化と
血兼の自己蛍光強度の関係を明らかにする必要があると考えられた.
また,集団検診受診者を分類するのに用いた境界値は,わが国において高脂血症および低HDL･コレ
ステロール血症の予防の基準値として検討された億である(象1997).集団検診受診者をA群とB群
にグループ分けした結果として年齢,稔コレステロール, LDL･コレステロール,中性脂肪,過軟化脂
質の項目がも群はA群より有意に高い値を示し, HDL-コレステロールは低い億を示した.これらは動脈
硬化の危険因子とされている,もしくは何らかの関連があるとされているものであった.
4. 2　血祭の自己蛍光成分
血祭の自己蛍光成分を検討するために,血費のリボ蛋白を分画して,各分画の蛍光スペクトルおよ
び蛍光強度について検討した.この実験の目的は,血兼中では蛋白と脂質の何れが自己蛍光を有する
かを明らかにすることである.中性脂肪の多い分画としてカイロミクロンとvLDL,コレステロールの
多い分画としてLDLとHDL,脂質を含まない分画としてLPFを考えることができる.カイロミクロン,
VLDL, LDL, HDLのように脂質を含む分画は蛍光強度はLPFと比較すると小さいが, 420mmから
430nmに蛍光ピークを有し,波長420mmにおいては血祭の自己蛍光の約30%はリボ蛋白に由来するこ
とが確認された.また, LPFは血兼の自己蛍光スペクトルと同じピーク波長である455nmから460nm
にピークを有し,波長460mmにおいては血兼の自己蛍光強度の85%を占める.しかし,何れの分画も
ブロードな蛍光スペクトルを示す為,動脈硬化に関連すると考えられる420mmは460mmより脂質成分
の濃度の影響を受けやすい波長であるが, 420nmの自己蛍光は脂質のみによるものではないという結
果が得られた.集団検診受診者全体について自己蛍光スペクトルの特徴的な値であるピーク波長,ピー
ク強度, 420nmにおける強度, 500nmにおける強度と血兼成分の相関を調べたところ, 420nmにおけ
る強度は年齢,稔コレステロール,中性脂肪, HDLコレステロール,および過酸イ朗旨質と有意な相関
を示すのに対し,ピーク強度および500mmにおける強度は過酸化脂質のみとしか相関せず, 420mmの
蛍光強度は脂質成分の濃度の影響を受けやすいことを裏付ける結果となった.
また,リボ蛋自分画の自己蛍光スペクトルの和と血兼の自己蛍光スペクトルがほぼ等しいことから,
血兼の自己蛍光スペクトルは個々の自己蛍光物質のスペクトルの和であり,他の成分による光の吸収
や消光等の相互作用によるスペクトルの変化等の影響は考慮しなくて良いものと思われた.
ここで,血兼の自己蛍光スペクトルは黄白や脂質成分の濃度により推定が可能かという疑問が生じ
る.前項の検討で,動脈硬化症患者と集団検診受診者の稔コレステロールや中性脂肪の濃度には差が
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ないにもかかわらず,蛍光ピーク波長や420mmにおける強度には差が見られたことから,脂質成分の
濃度によって自己蛍光スペクトルを予想はできない. LPFはリボ茸白をほとんど含まず主にアルブミン
やグロブリン等の蛋白を含むことから,血祭においては蛋白が主な自己蛍光物質であると考えられる.
FletcherとTappel (1970)は市販のヒト血清アルブミンは自己蛍光を有し,メーカーやグレードによ
り強度は異なるがスペクトルは等亡いと報告している.また,蛋白は糖化によって自己蛍光が増加す
ることも知られており, Huntら(1994b)は励起波長340mmにおける430mmの蛍光強度は糖化度と正
の相関を示すと報告している.これらの報告から,黄白の自己蛍光スペクトルは単にその濃度だけで
は推定できないことがわかる.
4. 3　血兼の自己蛍光に対する酸化の影響
-働脈硬化の病変部位が脂質に富むこと,家族性高コレステロール血症の患者には粥状硬化が高率に
発生すること,また,実験動物に高脂質食を与えることによって実験的に動脈硬化がつくられる等の
事実から,多くの研究者によって血中脂質と粥状硬化の関連が検討された.その結果,粥状硬化の初
期病変には,内皮下層における脂質を蓄溝したマクロフファージが観察されるが,この細胞の形成に
はリボ黄白の酸化変性が関与することが明らかになってきた(steinberg et a1., 1989).そこで,動脈
硬化の成因に関連する因子として酸化に注目し,血祭を酸化しその自己蛍光スペクトルの変化を調べ
た.
動脈硬化の成因に酸化LDLが関与するとされているが,関与の過程には酸化還元活性(red｡Ⅹ･
active)を持つ遷移金属と活性酸素(02')の関与が示唆されている. LDLは酸化されるとアガロースゲ
ル電気泳動(agarosegelelectrophoresis)における易動度が増す.これを利用して銅イオン,鉄イオン,
ヒポキサンチン(hypoxanthine)とキサンチンオキシダーゼ(Ⅹanthine oxidase)の反応によるqで
LDLを酎ヒし,酸化の程度を調べたところ, LDLは鉄イオン単独では酸化されないが02･共存下で酎ヒ
を被り,銅イオン単独および02-共存下ではさらに酸化の程度が増した(Lynch and Frei, 1993).他の
酸化LDLの測定方法として,共役二重結合の吸収,八木別法,ヨウ素滴定法等があるが,銅イオンによ
る酸化では何れの測定法を用いても酸化LDLが測定される(Chajes et a1., 1996). in vitr｡の実験にお
いて, LDLを酸化する方法として銅イオンがよく用いられる(Steinbercher, 1987).また,その他に
自動酸化(auto･oXidation)や血管の内皮細胞(endothelial cells)との捌削こよる酸化等の方法も用い
られる(Kollereta1., 1986 ; Esterbaueret a1.. 1987 ; Oraevskyeta1., 1993b).
本実験では二つの酸化方法を用いた.その一つは弱い酸化条件としての酸素付加であり,もう一つ
は強い酸化条件として硫軟鋼付加である.これらの方法で血兼を酸化すると,自己蛍光スペクトルの
ピーク波長の短波長側へのシフト,および特に蛍光波長420mm近辺を含む蛍光強度の増加が観察され,
硫酸銅付加の方が酸素付加による変化より顕著であった.酸化における蛍光ピーク波長の短波長側へ′
のシフトと420mmにおける蛍光強度の増加は,これまでの動脈硬化性の自己蛍光スペクトルの特徴と
一致している･しかし,蛍光ピーク強度の増加は集団検診の場合と一致しているが,動脈硬化症患者
は逆に小さい借を示すという点において異なった.
Tsuchidaら(1985)は,マウスの腹膜組織内にUV照射したリノール酸を一匹につき0-15mg投与し
たところ,血清中の水溶性成分の励起波長340nm,蛍光波長460nmにおける自己蛍光強度は一時的に
増加し,リノール酸の投与量と自己蛍光強度は比例すると報告した.ここでUV照射は不飽和脂肪鞍を
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酸化する手段として用いられている.一万,本実験における酸素付加の結果より,血兼の成分を変化
させることなぐ酸化させた場合においても自己蛍光強度が増加することを確認した.動脈硬化と血中
過酸化脂質濃度の関係は,中村ら(1988)の報告によると末梢動脈硬化群で対照群の1.7倍,冠状動脈
硬化群では1.1倍であり,末梢動脈硬化群は有意に高値であった.本実験では過酸化脂質濃度の変化は
酸素付加24時間で付加しない場合の2.4倍であり,末梢動脈硬化群の過酸化脂質濃度と同程度と考えら
れる.酸素付加24時間により,蛍光波長420nmの自己蛍光は有意に増加しており,生体内で生じる程
度の酸化であっても自己蛍光の変化による検知は可能と思われる.
また,硫酸銅を用いたリボ蛋白の酸化実験から, LDLやHDLのように脂質を多く含む分画を酸化する
と蛍光ピーク波長は変わらずに蛍光強度が著しく増加すること,脂質成分が少ないLPFは蛍光強度の変
化が小さいこと,また血祭は蛍光強度の増加とともにピーク波長が短波長側にシフトすることが確認
された.リ･ポ蛋白は脂質成分だけでなく,わずかながら蛋白を含む.このため,酸化によるスペクト
ルの変化は脂質のみで起きるのかどうかの結論は得られない.しかし,これまで得られた結果より,
血兼の自己蛍光スペクトルは脂質および蛋白の濃度,酸化等の因子に影響され,特に蛍光波長420mm
においては脂質と酸化の影響が大きいと考えられる.ここで,脂質および酸化生成物による自己蛍光
と,その他の血祭中の蛍光物質との識別が大きな課題となる.混在する複数の物質の濃度を得る方法
として,物質の分光吸収特性が異なる場合,複数波長の吸光度から濃度を得るというものがある.酸
素化ヘモグロビンと還元ヘモグロビンは吸収が同じ波長と異なる波長を持つため,混在する場合は二
つの波長における吸光度を測定することで濃度を求めることが可能である.血祭中の酸化生成物の濃
度を,その自己蛍光により測定する条件を検討するためには,さらに血祭中の種々の蛍光物質の特定
およびその蛍光特性の把握が必要と思われる.
酸化により生成される蛍光物質の候補として,カルポキシメチルリジン(CML)やセロイドのよう
な不飽和脂肪酸とアミノ酸または蛋白との非酵素的な反応生成物が挙げられる. CMLはBaynesらのグ
ループにより構造が決定された物質であり,ダリケ-ションにより生じるAGE (advanced
glycosylation endproduct)の一つであるが(Ahmed et a1.. 1981) ,ダリケ-ションより過酸化脂質の
経路から多量に生成されると報告されている(Fu et a1.,1996) . cMLは銅イオンによるLDLの酸化に
より生成されること,一方,セロイドの抗体は酸化LDLと反応することから,これらは少なくとも部分
的には軟化LDLにより構成されていると報告されいる. CMLとセロイドの何れもその生成は脂肪酸の
不飽和や酸化の程度に依存することが知られている(Huntetal.. 1994a).セロイドの化学構造,また
cMLとセロイドの関係等は明らかにされていない.しかし,不飽和脂肪酸はLDL, HDLに多く含まれる
ので,酸化により主に生成される蛍光物質が不飽和脂肪酸とアミノ酸または蛋白との非酵素的な反応
生成物であれば,血祭の自己蛍光の変化は酸化LDL,酸化HDLの存在を反映すると考えられる.また,
cMLは加齢によって生体内組織に蓄積されることから(Cefalu et a1.. 1995 ; Ahmed et a1.,1997) ,長
期間の糖代謝異常や酸化ストレスの組織におけるバイオマーカーとして用いることが提案されている
(wells-Kmechteta1., 1996 ; Requenaeta1.. 1997).
酸化LDLは粥状硬化の進展に中心的な役割を示すと考えられているが,生体内におけるLDLの変性の
メカニズムについては不明な点が多い.これまで酸化LDLは動脈硬化の病変部位においてその存在が証
明されてきたが,最近の研究では血費中における存在が証明されている.道下ら(1996)が抗酸化リ
ン脂質モノクローナル抗体とベルオキシダーゼ標識アポBモノクローナル抗体を用いたサンドイッチ
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酵素免疫法により血中酸化LDL量を測定したところ,高血圧,冠動脈狭窄,狭心症,陳旧性心筋梗塞,
重症硬化症を単独あるいは複数合併している循環器疾患患者は健常人の2倍の値を示すと報告してい
る.血中に存在する酸化LDLは,血中かあるいは血管壁で酸化されたものが血中に放出されるのかは議
論のあるところである.
Quehenbergerら(1987)は, -LDLが酸化を受けるとq-トコフェロールが枯渇し,その後に不飽和脂
肪酸の減少および不飽和脂肪酸の過酸化生成物である4-hydroxynonenal (HNE)が増加すると報告してい
る.またLDLの水溶成分も脂質成分も酸化により蛍光が増加するとしている.彼らはLDLの水溶成分の
蛍光はアポBによるものとしている.
血中に酸化LDLが存在するなら,他のリボ蛋白の酸化物もまた血中に存在することが予想される.
HDLはヒト血祭の脂質過酸化物の主要な輸送体であるという説がある(Bowry et a1.,1992). Hahnと
_. subbiah (1994)はヒト血祭を鋼イオンで酸化するとコレステ｡'-ルの過酸化物であるオキシステロー
ル(.xysterols)が生成されるが,オキシステロールの40%がHDLとして存在すると報告している･
HDLはLDLの酸化に対する抑制能を有するが,このときHDL自身が酸化する可能性も指摘している.ま
た, HDLは抗動脈硬化作用として泡沫細胞からコレステロールを引き抜くことが知られているが, in
vitr｡でHDLは銅イオンによって酸化され過酸化脂質が増加すること,酸化HDLは泡沫細胞のコレステ
リルエステルの引き抜き作用が弱いことが報告されている(長軌1993).
このように,酸化Hmは酸化LDLとともに動脈硬化の危険因子と考えられ,酸化リボ蛋白の測定は動
脈硬化の診断に必要である.自己蛍光測定は超遠心や液体クロマトグラフィーによる分画のような複
雑な操作をすること無く,簡単な方法で測定ができるので診断法として有用であると考えられる.酸
化により生成される蛍光物質の主なものとしてリボフスチンやAGEが挙げられる.銅イオンによる酸
化でも, AGEの前駆体であるアマドリ化合物が生成されるという報告がある(Kawakishi et aL,
1990).しかし,現段階では酸化により生成される蛍光物質の反応経路や化学構造には不明な部分が
多く残されている.またヒト血祭の場合,その自己蛍光は血祭成分,年齢,糖化度などの因子の影響
も受けると考えられるので,これらについての詳細な検討が今後も必要と考えられる.
酸化による自己蛍光の変化は蛍光強度の増加であり,動脈硬化症患者の自己蛍光の特徴は420nm近
辺の強度の増加および長波長の領域の強度の減少である.このことから,酸化による自己蛍光の変化
は蛍光物質の生成が,動脈硬化症患者では蛍光物質の生成による特定の波長域の蛍光強度の増加に加
え全ての波長範囲における消光の可能性が示唆される.しかし,リボ蛋白分画による検討から,それ
ぞれの分画の蛍光は互いに消光等の相互作用を示さないことが確認されているので,動的消光ではな
いと考えられる.現在のところ,動脈硬化症患者の血祭の自己蛍光に関する検討は,例数や実際の動
脈硬化という血管病変の進行との関連について不十分である.自己蛍光測定を動脈硬化の診断法とし
て用いるには,さらに詳細な検討およびデータの蓄積が必要である.
5.　結　言
本章ではヒト血祭の自己蛍光スペクトルと動脈硬化の関係について検討した.動脈硬化症患者,高
脂血症または低HDL血症と健常者の自己蛍光スペクトルの比較を行い,その特徴を抽出した.また,
動脈硬化の成因の一つである酸化LDLに注目し,血祭の自己蛍光に対するLDLの割合やリボ蛋自分画の
酸化による変化について検討し以下の結論を得た.
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(D　ヒト血祭の自己蛍光スペクトルの最大励起波長は340nmから360nmであり,最大蛍光波長は
435nmから465nmであった.励起波長340nmでは希釈倍率が1000倍から2倍の間で濃度とともに蛍光
強度が増加し,測定には10倍希釈したものを用いることとした.
②動脈硬化症患者の血兼の自己蛍光スペクトルの特徴は,蛍光ピーク波長が健常者に比べ短波長で
あることであった.これは特に420mm近辺の蛍光の増加によるものである.また,蛍光ピーク強度は
動脈硬化症患者の方が健常者より小さい値を示したが,顕著な差はなかった.
③集団検診受診者の血祭の自己蛍光の測定において,健常者の血紫の自己蛍光のピーク波長は
459nmの値が得られた.また,動脈硬化の危険因子である高コレステロール,高LDL･コレステロール,
高中性脂肪,低HDL血症の何れかにあてはまる受診者の自己蛍光スペクトルを健常者と比較すると,
蛍光ピーク波長は短波長であり,波長420nmの強度,蛍光ピーク強度は大きい億を示した.
④血兼のリボ蛋自分画を行いそれぞれの分画の自己蛍光を測定したところ,リボ蛋自分画は何れも
自己蛍光を示すが,カイロミクロン, VLDL, LDL, ⅠのLの分画の蛍光強度は血祭と比較すると小さく,
血費の自己蛍光強度の約8割がアルブミンおよびグロブリンから成るLPFによるものであることが確認
された.カイロミクロン, VLDL, LDL, HDLの分画の蛍光ピーク波長は血紫より短波長であり, LPF
の蛍光ピーク波長は血兼とほぼ等しかった.これらのことから,血祭の短波長成分はカイロミクロン,
VLDL, LDL, HDLのような脂質を含む分画の濃度に影響されることが示唆された.また,各リボ蛋白
分画の自己蛍光スペクトルの和は,血祭の自己蛍光スペクトルと一致し,リボ蛋自分画の蛍光は吸収
や消光等の相互作用を持たないことが確認された.
⑤　酸化による血祭の自己蛍光スペクトルの変化の特徴として,蛍光ピーク波長の短波長側へのシ
フト,蛍光強度の全体的な増加,特に蛍光波長420nmにおける増加が挙げられる.血祭の自己蛍光全
体に対するLDL, fIDLの蛍光強度の絶対値は小さいが,酸化によりこれらの分画の蛍光強度は著しく増
加し, LPFはほとんど変化しないことから,血費の自己蛍光の硬化による変化はLDL, HDLの酸化を反
映していると考えられた.
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表1健常者と動脈硬化症患者の背景
健常曹 ?駛ﾈﾖH嶌?ｫ8??
例数 偖ﾂ?? 
性別男 ?? 
女 釘? 
年齢 田H?"?7±4 
総コレステロール(mg/dl) ???b?09±18 
中性脂肪(mg/dl) 涛8???65±24● 
揺タンバク(g/dI) 途紿???7.5±0.2 
過酸化脂質(nmoI/mJ) ????2?.5±1.9●● 
(mean±SEM, ●: Pく0.05, ●●: Pく0･01)
動脈硬化症患者の病名は大動脈虐(弓部,上行) .高脂血症等であり
動脈硬化性のものである.患者は血中脂質コントロールの治療を受けて
いるため総コレステロールは正常値を示した.しかし.中性脂肪および
過酸化脂質は健常者に対して有ほに高価を示した.
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表2　集団検診受診者の背景
受診者全体 ?ﾅ?B群 
例数 ???2 鼎B?
性別男 鉄B?6 ??
女 鉄"?6 ?b?
年齢 鼎8??39±2 鼎?ﾓ(??
総コレステロール(mg/dl) ???2?73±3 ???H???
LDL-コレステE3-ル(mg/dl) ???2?7±3 ?3x?H???
HDL-コレステロール(mg/dl) 痴S?ﾓ"?3±2 鉄?ﾓ(???
中性脂肪(mg/dl) ???r?6±4 ?S?ﾓ????
総タンバク(g/dI) 途紿???7.4±0.1 途綛???
過酸化脂質(nmol/ml) ?纔???1.7±0.1 ?????ﾂ?
(mean±SEM. ●: Pく0.01. ●●: Pく0.001)
集団横診受診者で総コレステロールが220mg/dl未満. LDL-コレステロールが140mg/dl
未満.中性脂肪が150mg/dJ未嵐HDL-コレステロールが40mg/dl以上の範囲にあるも
のをA群.それ以外をB群とした.統計処理はA群とB群について行った.
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表3　ヒト血紫の自己蛍光スペクトルと血妹成分の相関
年齢　誓テ 中性脂　HDL-コレス　LDLコレス　総タン　過酎ヒ
肪　　　テロール　　　テロール　　　バク　　脂質
LDL
総タンバク
過鞍化脂質
ピーケ波長
ピーク強度
420nm強度
500nm強度
1.000
0.350 ●●●　1.000
0.328●●●　0.314…　1.000
-0.111　　0.044　　　-0.606 …　1.000
0.278●●　　0.904…　0.716…●　-0.197●　1.000
-0･153　　　0･273●●　-0･036　　　0.012　　　0.310●●　1.000
0･322●●　0･323●●　0･645…　-0.378…　0.236･　-0.027　1.000
0･084　　0･178　　0･599 …　-0･217 ●　　0.014　　-0.104　　0.307.･
0･1 85　　0･138　　0･1 73　　-0･038　　0.086　　0.083　　0.225.
0･241 '　0･291 ''　0･603+'' -0･270'+　0.164　　0.088　　0.443･･･
0･143　　0･126　　0･134　　-0･051　　0.100　　0.122　　0.203 ･
(∩-106, ●:p<0･05, ●●:p<0.01. …:p<0.001)
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表4　リボ空白分画の成分および自己蛍光
(a)リボ空白分画のコレステロールおよび過酸化脂質濃度
(b)リボ空白分画の自己蛍光スペクトルの特徴
(∩=8, mean±SEM)
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表5　硫酸銅付加によるリボ蛋白分画の蛍光波形の変化
硫酸銅付加　　　　　　無し　　　　　　　　有り
過酸化脂質濃度(nmol/mI)
chylomicron 1.9 ±　　0.5
VLDL　　　　　　2.1 ±　　0.9
LDL　　　　　　1.3 ±　　0.4
HDL 0.5 ±　　0.3
LPF 0.3 ±　　0.3
28.7±　　8.9　●
150.4±　59.5　●
153.2±　47.9　●
48.1±　14.1 I
0 6 ±　　0.1
蛍光ピーク波長(nm)
chylomicron　　　426 ±　　0.6
VLDL　　　　　　426 ±　　0.8
LDL　　　　　　436 ±　　4.5
HDL　　　　　　429 ±　　1.8
LPF　　　　　　459 ±　　0.8
426 ±　1.5
426 ±　　0.8
427 ±　1.3
428 ±　　0.9
454 ±　1.1
蛍光ピー ク強度(A.U.)
chylomicron　　　　65 ±
VLDL　　　　　141 ±
LDL　　　　　　　92 ±
HDL　　　　　　　37 ±
LPF　　　　　1345 ±
■19　　　　　　80±
36　　　　　253 ±
●　7　　　　　164±
2　　　　　489 ±
95　　　　1282 ±
･　･　…
5　0　6　4　91　　6　2　9　7
420nmの蛍光強度(A.U.)
chyJomjcron　　　　64 ±　1 9
VLDL　　　　　136 ±　　35
LDL　　　　　　　86 ±　　　7
HDL　　　　　　　35 ±　　　2
LPF　　　　　　809 ±　　53
79±　　14
257±　　69　●
160±　　27　●
457±　　89　●●
820 ±　　41
(∩ ≡ 8, mean±SEM∵: p<0.05, ●●: pく0.01)
chylomicron, VLDL. LDL. HDLの硫酸銅濃度は0.5mM. LPF (リボ
空白フリー)は1.OmMである.
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●　遊離コレステロール
酔コレステロ⊥ルエステル
Gaトリアシルクリセロール
カイロミクロン 冰hﾛ)NH?8ｨ7ｲs｢?癆苡dリボ空白 俘)NH?8ｨ7ｸｿ9I"?ｔ苡dリボ空白 
(¢hytOmicron) ?iI(*ﾕdﾄDﾂ?(LDL) 嫡ЕX??(HDL3) 
比重 凾ｭ0.96 ?纉b簽??b?.006一一1.063 ??c8耳璽??R?.125-1.21 
直径(nm) ?0一一1000 ??ﾓsR?9一一30 唐絣簽??一一8.5 
由 ?├B聿??R綴?85% 鉄RR?0% 迭R?% コレステE)-A 迭R?2% ?rR?8% ?"R?
質 冰iz85(8ﾈ5?TR綴?2% 途R?% 澱R?% 
リン上質 澱R?8% ?"R?9% ?2R?
空自 ?% 謄３?3% 鼎"R?8% 
アポリボ 刄AポA(12%) ??ﾄ"?rR?アポ8(98%) ??ﾄ?茶crR?!アポA i アポ8(23%) 鳴? ﾆRゴ????ﾄ ｩ?｢?"R?iアポC 
空白の組成 刄AポC(65%) ??ﾈ??2R???ﾄ2モR偵ｲ??ﾄR???ﾄR??
(C)　chylomicron VLDL LDL HDL
0.95　　　　　1.00　　　1.05　1.10 1.20
比　重
図1リボ空白の構造および構成
(a)リボ空白の構造. (b)リボ空白分画の構成, (C)リボ空白の比重による分布･
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密度塩溶液(比重d=1.006)
Jh#
Ll (12,000g. 30min)く⊥j超遠,己 
l 
上層部 chyromicron く0.96 ? ?
密度塩溶液(d=1.006)
下層部
(100.000g. 16hours)
密度塩溶液(d=1.063)
下層部
(1 00,000g, 20hours)
密度塩溶液(d=1.21)
下層部
超遠心(100,000g. 40hours)
く⊥j超遠心 
ll
上層部 LDL 1.006-1.063 ? ?
W起遠心 
LJ
上層部 VLDL 0.96一一1.006 ? ?
LPF: Lipoprotein Free Fraction
図2　段階的超遠心法によるリボ蛋白分離方法
超遠心機を用いて,リボ蛋白をカイロミクロン, VLDL, LDL. HDLの煩で分画し,
HDL分画によって下層に残ったものをリボ蛋白フリー(LPF)とした.血帯中のす
べての成分は,この5つの分画の何れかに存在する.
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図3　ヒト血祭の希釈度と自己蛍光強度
励起波長280nmでは10万倍から1000倍希釈.励起波長360nmでは1000倍から
2倍希釈.励起波長440nmでは100倍から2倍希釈の間で直線性が得られた.
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図4　ヒト血照の自己蛍光の励起スペクトルと蛍光スペクトルの一例
血掛ま生理食塩水で10倍に希釈した'.蛍光波長460nmにおける励起スペクトルと励
起波長340nmにおける蛍光スペクトルを示す.励起スペクトルと蛍光スペクトルは
ほぼ鏡像関係にある.
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図5　励起波長340nmにおけるヒト血輝の自己蛍光スペクトル
(a)健常着, (b)動脈硬化症患者の自己蛍光スペクトル.動脈硬化症患者の自己蛍光
スペクトルは健常者のものに比べピーク波長が短波長側にシフトしているものが多
く,健常者のピーク波長より短波長の成分を多く含んでいた.
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図6　健常者と動脈硬化症患者の血輝の自己蛍光スペクトルの比較
(a)蛍光ピーク波長. (b)蛍光ピーク強度(健常着: n=7.患者: n=8. Bar=SEM.
●:p<0.001, …:N.S.).
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図6　(続き)
(C)波長420nmにおける強風(d)波長500nmにおける強度(健常着: ∩=7,患者:
n=8. Bar=SEM. ':N.S.. '':p<0.05).
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図7　集団検診受診者の自己蛍光スペクトル
集団検診受診者106名のうち総コレステロールが220mg/d保嵐LDL-コレステロー
ルが140mg/dl未嵐中性脂肪が150mg/d保嵐HDL-コレステE3-ルが40mg/dl以上
という条件をすべてみたすものをA群とし,これ以外のものをB群とした.実線は集
団検診受診者全体.破線はA群,点線はB群の自己蛍光スペクトルの平均を取ったも
のである.
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図8　　集団模診受診者A群, B群の血輝の自己蛍光スペクトルの比較
(a)蛍光ピーク波長. (b)蛍光ピーク強度(A群:n=62. B群: n三44. Bar=SEM.
■:p<0.005,日:N.S.).
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図8　(続き)
(C)波長420nmにおける強風(d)波長500nmにおける強度(A群: n=62.
B群:n=44. Bar-SEM. ':p<0.001,日:N.S.).
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図9　集団検診受診者の自己蛍光スペクトルと血焚成分の相関
過酸化脂質と蛍光ピーク波長およびピーク強度の重相関をとったところ.次式
が得られた.このとき,相関係数はr三0.423 (∩=106, pく0.001)であった.
y=1 ･1 02+0･1 29(peak wavelength)+0.002(peak intensity)
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図1 0　段階的超遠心によって得たリボ蛋白分画の自己蛍光スペクトルの一例
(a) chyromicron. VLDL, LDL, HDL, LPF. (b) (a)の縦軸を拡大したもの
である. 390nm近辺に見られるピークはラマン散乱によるものである.
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図1 1　リボ蛋白分画のスペクトルの和と血帯の自己蛍光スペクトル
実線は血軌　破線は5つのリボ蛋白分画の和の自己蛍光スペクトルである.
ラマン散乱の影響を受ける39bnm近辺以外の波長域では,リボ蛋白の和は
血幣の自己蛍光スペクトルとほぼ一致した.
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図1 2　酸素付加時間に伴うヒト血祭の自己蛍光ス^.クトルの変化
酸素付加時間に伴い,蛍光強度の増加と蛍光ピーク波長の短波長側への
シフトが見られる.
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図1 3　血祭を酸素付加によって酸化した場合の変化
(a)過酸化脂質溝鼠(b)蛍光ピーク波長, (∩=11, Bar=SE帆･:N.S.,
'':p<0･05. … :p<0.01. #:p<0.001).酸素付加時間に伴い.過酸化脂質
濃度は増加し.蛍光ピーク波長は短波長側へシフトした.
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図13　(続き)
(C)蛍光ピーク強風(d)波長420nmにおける強度(n=11, Bar=SEM. ～:N.S.,
…:pく0･05, …:p<0.01).蛍光強度の増加は蛍光ピークより420nmにおいて
やや早く見られる.
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図1 4　硫酸銅を付加したヒト血輝の自己蛍光スペクトルの変化の一例
血祭中の濃度が1. 3, 5mMになるように硫酸銅を付加した場合の,ヒト血葬
の自己蛍光スペクトルの一例である.硫酸銅の濃度に伴い.蛍光強度が増加
し,蛍光ピーク波長は短波長側へシフトした.
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図1 5　血祭を硫酸銅により酸化した場合の変化
(a)過酸化脂質濃度, (b)蛍光ピーク波長(∩…8, Bar=SEM, ◆:N.S.,
…:pく0.05, …:pく0.01) .
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図1 5　(続き)
(C)蛍光ピーク強度. (d)波長420nmにおける強度(∩=8, Bar=SEM,
':N.S.. '':p<0.05. ''':p<0.01) .
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図1 6　硫酸銅を付加したリボ蛋白分画の自己蛍光スペクトルの変化の一例
(a) LDL (b) HDL, (C) LPFに硫酸銅付加した場合の自己蛍光スペクトル
である. LDL, HDLの蛍光強度は増加するが. LPFはほとんど変化しない.
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図1 7　ヒト血帯の自己蛍光スペクトルのピーク波長と420nmの強度の関係
集団検診受診者A群(○) ,集団検診受診者B群(△) ,動脈硬化症患者(▲)
の記号で,各群の平均値と標準誤差をプロットした.高脂血症および低HDL血
症のである集団検診受診者B群の蛍光ピーク波長および420nmにおける強度は,
健常者である集団積診受診者A群と動脈硬化症患者の間の値を取った.
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5. 3　　ヒト動脈壁の自己蛍光
1.　緒　言
動脈硬化症の治療として,日本でも経皮的冠動腺形成術(PTCA)が広く行われている.しかし,
pTCAは完全閉塞例の成功率が低いことや約30%という高い割合で再狭窄を生じる等の問題点がある.
そこで,アルゴンレーザーやNd:YAGレーザー等を使用して動脈硬化を直接蒸散除去するというレーザー
血管形成術が臨床で使用されつつある(水野ら,1990).しかし,レーザーを照射することにより発生
する血管穿孔は重篤な合併症を起こすので大きな間窺となっている.そこで,古くからその存在が知
られていた動脈硬化病巣における自己蛍光物質(Blankenhorn and Braunstein, 1957 ; Maylath･Palagyi
and Banga. 1968 ; Banga and Bihari･Varga, 1974)を利用した病変部位の特定方法が検討されてきた
(Ⅹittrell et a1., 1985 ; Deckelbaum et a1.,1987 ; Sartori et a1., 1987 ; Oraevsky et a1., 1988).これら
の報告では,摘出された動脈壁にレーザーを照射した場合の自己蛍光を測定しているが,そのスペク
トルの特徴は報告によって異なる.この理由の一つとして,動脈硬化の病変の多様性が挙げられる.
動脈硬化の病変の代表的なものとして主に脂質沈着による黄色プラークと繊維性肥厚を示す白色プラー
クが挙げられ,これが進行するとアテロームと呼ばれる複合病変となる.また,石灰沈着が見られる
部位もあり,動脈壁の構成成分や表層の状態は変化に富んでいる.自己蛍光スペクトルは動脈壁の蛍
光および光の吸収や散乱を持つ成分の存在様式や表面状態に影響される.もう一つの理由は,測定系
である.同一の試料を用いても,光学的に同じ条件で測定しなければ,同じ結果は得られない.そこ
で,本章では動腹壁の蛍光顕微鏡における観察と蛍光測定を同時に行うことにより,これらの間恩に
ついて検討した.
2.　方　法
2. 1　対　象
血管はヒト胸部大動脈(東北大学医学部胸部外科における大動脈癌手術時,および秋田大学医学部
第二病理教室における剖検時に摘出した組織片,動脈硬化無し6例,動脈硬化有り16例)を採取後冷凍
保存したものを用いた.動脈硬化の病変の程度は医師により,軽度,中等皮,強度の3つに分類された.
2. 2　動脈壁の自己蛍光測定
図1に実験装置の概略図を示す.動脈壁の自己蛍光スペクトルの測定は蛍光顕微鏡(BX50, BX･
FLA,オリンパス光学工業(秩) )の接眼部に発光･反射分光分析装置(IMUC　　7000,大塚電子
(秩) )を光ファイバーで接続して行った.励起光の光源は水銀ランプである.蛍光顕微鏡の励起フィ
ルターはWU (帯域; 330-380nm)を用いた.励起光照射面積は　2.5m1㌔,受光面積は0.076mm2であ
る.分光のためのサンプリングの条件は, 1回のサンプリング時間を10ms∝とし,これを64回積算し
た.また,スライドグラス上に厚さ2mmのシリコンラバーを載せ,さらに内腰面を上にして動脈壁を
ピンで固定し測定試料とした.動脈壁の自己蛍光の測定は, 1測定試料につき8-12箇所行い,測定と
同時にカラーフィルム(SUPERGACE400,富士写真フイルム(秩) )を使用して写真撮影を行った.
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3.　結　果
3. 1動脈壁の自己蛍光像
動脈硬化が認められない正常な動脈壁と動脈硬化の病変部位の自己蛍光像の代表例を図2(a), (b),
(C), (d)に示す.正常な動脈壁の蛍光像は均-iで特に額粒等は認められなかった･観察された青い自己
蛍光はコラーゲンおよびエラスチンによるものと考えられる(図2(a)).動脈硬化の病変の程度は,東
北大学胸部外科により軽度,中等皮,強度に分類されていたが, 1検体につき複数箇所観察すると,
観察した部位によって様々な蛍光像が見られた(図2(b), (C), (d)).すなわち,正常な動脈壁の自己蛍
光像に直径数FLm-100jLm程度の黄色や白色の頼粒が点在しているもの(図2(b)) ,正常部位で観察
される組織の面積が少なくなり黄色や白色の親別号凝集し1mm以上の塊の形成が見られるもの(図2
¢)) ,正常部位で観察される組織で見られるような蛍光は全く無く凝集または点在する黄や白色の頼
粒が見られるもの(図2(d))があった.これは,同一一の動脈壁においても,測定部位の病変の進行度が
異なる為であると思われる.
3. 2　動脈壁の自己蛍光スペクトル
wUフィルターで助起した動脈壁の自己蛍光スペクトルの一例を図3に示す.実線は図2(a)のような
正常部位,破線は図2(C)のように正常部位の面積が小さくなり黄色や白色の額粒が見える部位,点線は
図2(a)のように正常部位で観察される蛍光は全く無く,黄色や白色の額粒が塊となって見える部位であ
る.正常部位の蛍光ピーク波長は470mmの近辺の値を示すのに対し,正常な組織が少なくなり,白や
黄色の塀粒が増えるのにつれ蛍光ピーク波長は長波長側にシフトした.自己蛍光の強度は正常組織の
面積が減少するにつれ,小さくなる傾向を示した.動脈壁を動脈硬化が見られないものと軽度から高
度の度合にかかわらず動脈硬化が見られたものに分け,自己蛍光スペクトルのピーク波長の分布を調
べた(図4(a), (b)).測定は,正常な動脈壁は6検体で計56カ所,動脈硬化を生じた血管は16検体で計
179カ所について行った.正常な動脈壁の蛍光ピークは主に460-480mmの間に分布するのに対し,動
脈硬化を生じたものは440-530mmに広く分布した.また,自己蛍光強度についても同様にその分布を
調べた(図5(a), (b)).正常な動脈壁の自己蛍光強度は0.03 -0.04 arbitrary unit (A･U･)を中心に広
く分布したが,動脈硬化を生じたものは0.01 A.U.以下のものが全体の約35%と一番多く,蛍光強度が
大きくなるにつれその割合は少なくなった.自己蛍光の蛍光ピーク波長の平均値を比較したところ,
正常な動脈壁では469±1nm (mean±SEM)であるのに対し,動脈硬化を生じたものは479±1 mmであ
り長波長側に有意にシフトした(pく0.05,図6(a)).自己蛍光の蛍光ピーク強度の平均値を比較したと
ころ,正常な動脈壁の蛍光ピーク強度は0.043±0.004A.U.であり,動脈硬化を生じたものは0.022±
0.002九U.であった.動脈硬化を生じたものの方が強度は小さい傾向を示したが有意な差は認められな
かった(図6(b)).
4.　考　察
これまで動脈壁の自己蛍光スペクトルを測定したという報告は多数あるが,詳細にこれらを検討す
るといくつかの相違点が見られる.この原因の一つに動脈硬化の病変の多様性,もう一つに測定系の
違いが考えられる.そこで,動脈壁の蛍光顕微鏡による観察と蛍光測定を同時に行うことにより,自
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己蛍光像と自己蛍光スペクトルの関係について検討した.この目的のため,血管壁への励起光照射に
は落射蛍光顕微鏡を用いた.これにより,蛍光顕微鏡を用いて予め焦点を合わせた後に測定を行うた
め,一定の焦点距離での測定が可能となった.しかし,既存の研究のほとんどが光源としてレーザー
を用いているのに対し,本研究では落射蛍光顕微鏡を用いたため,光源は水銀灯であり励起波長の選
択には励起フィルターを用いた.励起フィルターの帯域は330から380mmと広い波長範囲のものであり,
レーザーのような単一波長の光とは異なるものであった.
蛍光顕微鏡で観察したところ,正常な動脈壁の自己蛍光像は青く均一に見えた.正常な動腹壁の自
己蛍光スペクトルの蛍光ピーク波長の度数分布を調べると,その分布はシャープであり(図4(a)) ,普
光物質の組成は一定であると考えられる.一方,蛍光ピーク強度の度数分布はブロードであった(図5
(a)) .この原因として,測定部位によって蛍光物質の密度が異なること,動脈壁の凹凸や表面状態の
一違いによる光の散乱の影響が考えられる.この実験で用いた動脈壁は体外に摘出されたものであり,
血管はスライドグラス上に固定し観察を行っている.この様な状態でも動腺壁の凹凸や表面状態が異
なるとすると,血管が管形で分岐部を持つような3次元的な構造である生体内では,さらにその凹凸や
表面状態は異なり,蛍光強度はこの影響により変化することが予想される.これらのことから,動脈
壁の自己蛍光分析においては,蛍光強度より蛍光波形の方がより動脈壁の特徴を示すものと考えられ
る.
動脈壁の病変部位の観察より,正常な動脈壁中に頼粒状の物質が見えるものから,正常な組織がほ
とんど無いものまで様々な蛍光像が見られた.自己蛍光スペクトルの蛍光ピーク波長の度数分布を調
べると,その分布はブロードであった(図4(b)).これは主に蛍光ピーク波長が長波長であるものの増
加によるものであったが,正常な動脈壁では朝察されなかった450mm以下の短波長の領域にピークを
持つものも存在した.このことから,少なくとも正常な組線より長波長にピークを持つものと短波長
にピークをもつものの二種類の蛍光物質が存在すると考えられた.病変部位の蛍光ピーク強度は,正
常な部位より小さい.この原因として,病変部位特有の蛍光物質の蛍光強度よりコラーゲンやエラス
チンのような結合組織蛋白の蛍光強度が大きく,自己蛍光スペクトルの強度に対する寄与は結合組織
蛋白の方が大きいことが考えられる.
本実験ではⅩ線や脂質染色による病変のタイプの確認は行わなかったが,石灰化の部位は蛍光像は
正常部位と似ているが蛍光ピーク波長は短波長であり蛍光強度が強く,アテロームの部位は図2(d)に示
すように暗い背景の中に白や黄色の構造物が朝察され,蛍光ピーク波長は長波長であり蛍光強度は小
さくなった.また,黄色プラークは背景は正常部位と似ているがやはり構造物が戟寮され,蛍光強度
はあまり変わらないが蛍光ピーク波長はわずかに長波長側にシフトした.
本実験と励起波長条件が近い報告がいくつかある(Deckelbaum et a1., 1987 ; Leon et a1., 1988 ;
Fitzmaurice eta1., 1989 ; Laifer et a1.. 1989 ; Laufer et a1., 1989).この中の代表的なものとして窒素
レーザーを用いて波長337mmで励起したD∝hkelbaumら(1987)の報告,およびヘリウム･カドミウム
レーザーを用いて波長325nmで励起したLeonら(1988)の報告が挙げられる.ここで,正常な動脈壁
のピーク波長はそれぞれ514nm, 465nmと報告されており,本実験の測定結果である469nmはLeonら
の値に極めて近いものであった.また,両者とも黄色プラークの特徴として蛍光スペクトルの長波長
成分の増加,白色プラークの特徴として短波長成分の増加を指摘しており,本実験においても同様の
結果が得られた.また,この2つの報告におけるピーク波長の違いは,光学系の影響によるものと思わ
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れる.
本実験での測定面積は0.076mm2と微小な面積の測定であったが,顕微鏡での観察により組織と構造
物が同時に測定されているのが確認された.コラーゲンやエラスチン等の結合組織蛋白が蛍光強度に
およぼす影響は大きく,病変が進んだ部位はこれらの組織が崩壊し,その結果として蛍光強度が小さ
くなると考えられる.また,動脈硬化を生Cた動脈壁には結合組織蛋白と異なる自己蛍光スペクトル
を示す物質が存在し,蛍光スペクトルによる識別が可能と思われる.これまではinvitroにおける検討
であったが,今後はin vivoにおける動脈硬化部位の識別のための測定条件の最適化が必要である.ま
た,動脈硬化の病変部位の識別の精度を上げ,さらに自己蛍光スペクトルから動脈壁の組成や状態な
どの推定を可能とするためには,化学組成およびその蛍光特性の分析が必要である思われる. ｢はし
がき｣で述べたように,動脈硬化病変部位の自己蛍光に関する研究はまだ十分ではなく,さらに詳細
な検討が必要である.
5.　結　言
ヒト動脈壁の蛍光顕微金削こよる観察と蛍光測定を同時に行い,自己蛍光像と自己蛍光スペクトルの
変化についての検討を行った.紫外領域の光(波長330-380mm)の照射すると,正常な動脈壁の蛍光
ピークは主に460-480nmの問に分布するのに対し,動脈硬化を生じたものは440-530｡mに広く分布
した.また,正常な動脈壁の自己蛍光の強度は0.03-0.04A.U.を中心に広く分布したが,動脈硬化を
生じたものは0.01A.U.以下のものが多く,蛍光強度が大きいものは少なかった.この自己蛍光スペク
トルの変化は,単に動脈硬化部位に蛍光物質が存在するだけではなく,病変に伴う動脈壁の租税構造
の状態の変化の影響をも受けているものと思われる.動脈硬化の病変部位についての正確な情報を得
るためには,測定領域を含めた測定方法の検討に加え,動脈硬化に特異的な蛍光物質や血管組織の蛍
光性の検討,さらにこれらの成分が光の吸収や散乱におよぽす影響を化学的,物理的な観点から検討
を行う必要があると思われる.
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(a)
(b)
total area : 0.076mm2
図1　落射蛍光顕微鏡による動脈壁の蛍光測定
(a)測定装置の模式乳(b)光ファイバー断面図.動脈壁への励起光照射は,落
射蛍光顕微鏡の水銀ランプを励起光源とし,フィルターを用いて励起波長を選択
して行った.励起フィルターはWUフィルター(波長帯域:330-380nm)を使用
し,励起光照射面棚は2.5mm2とした.蛍光は光ファイバーを介して発光･反射分
光分析装置へ導いた.光ファイバーは直径0.09mmのファイバーが束になったもの
であり,受光面積は0.076mm2である.
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(a)
∩〟004raB
図2　ヒト動脈壁の自己蛍光像
(a)正常部位の蛍光像は均一で特に構造状のものは認められなかった.観察された
青い自己蛍光はコラーゲンおよびエラスチンによるものと考えらる. (b)正常部位
に直径数〃m～ 100JJm程度の黄色や白色の揮粒が点在している.
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(C)
(d)
Bar : 400JJm
図2　(続き)
(C)正常部位で見られた組織が少なくなり黄色や白色の精粗が凝集し1mm以上の塊
の形成が観察された. (d)正常部位で観察される組織で見られるような青い蛍光は
全く無く.灘集または点在する黄や白色の頼粒が観察された.
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図3　WU励起した場合のヒト動脈壁の自己蛍光スペクトル
実線は正常部位.破線は正常部位の面積が小さくなり黄色や白色の持粒が見える部
位,点線は正常部位で観察される蛍光は無く,黄色や白色の塊が見える部位である.
正常部位の蛍光ピーク波長は470nm近辺の億を示し,正常な部分が少なくなり白や
黄色の揮粒が増えるのにつれ蛍光ピーク波長は長波長側にシフトした.また.正常
な組織の面積が減少するにつれ,蛍光強度は小さくなる傾向を示した.
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図4　ヒト動脈壁の自己蛍光の蛍光ピーク波長のヒストグラム
(a)正常な動脈壁(Norma一:∩=6. 56point) , (b)動脈硬化を生じた動脈壁
(Atherosclerotic Aorta: n=16. 179point).正常な血管の蛍光ピークは主に460-
480nmの問に分布するのに対し.動脈硬化を生じたものは440-530nmに広く分布
た.
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図5　ヒト動脈壁の自己蛍光の蛍光ピーク強度のヒストグラム
(a)正常な動脈壁(Normal:n=6. 56pojnt). (b)動脈硬化を生じた動脈壁
(Atheroscferotic Aorta: n=16. 179point).正常な動脈壁の自己蛍光の強度は0.03
-0.04A.U.を中心に広く分布したが,動脈硬化を生じたものは0.01A.U.以下のもの
が全体の約35%で一番多く,蛍光強度が大きくなるにつれその割合は少なくなった.
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図6　動脈硬化によるビト動脈壁の自己蛍光スペクトルの変化
(a)蛍光ピーク波長, (b)蛍光ピーク強度(Norma一:∩=6,
56point ; Atherosclerotic Aorta: n=16. 179point, Bar: SEM.
★:pく0.05, …:N.S.).
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5. 4　モルモット動脈硬化モデルによる血液の自己蛍光分析
1.　緒　言
生体内にはコラーゲン,エラスチン,アルブミンをはじめとする内因性の蛍光物質のみではなく,
薬剤などの外因性の自己蛍光物質も数多く存在する.また,内因性の蛍光物質であるリボフスチンや
セロイドは老化色素とも呼ばれ,年齢が高くなるにつれ増加する.これまで,ヒト動脈壁および血紫
の自己蛍光と動脈硬化の関連について検討してきたが,これらの影響をすべて除去した実験を行うの
は困難である.また,.自己蛍光測定を診断に用いるには,動脈硬化病変の進行の程度との関係を明ら
かにする必要があるが,実験対象がヒトの場合は臨床的に必要が生じた場合にのみ血管造影等の検査
が行われるのでデータの収集が困難である.そこで,本章では動脈硬化に関する因子以外の影響を除
去しやすい実験動物モデルを用いて,血液の自己蛍光と動脈硬化の関連について検討することとした.
ウサギ,ブタ,サル,鳥類などは自然発生の動脈硬化を生じるが,コレステロールを負荷しても容
易に動脈硬化が形成され,動脈硬化の実験動物モデルとして用いられる(Vesselinovich, 1979 ;国友
ら,1983).しかし,実験動物としてはマウス,ラット,モルモット等の小動物の方が広く用いられて
おり,これらを動脈硬化の実験モデルとして用いることはより望ましいと思われる.一般的にマウス
やラットは外因性のコレステロールの負荷のみでは動脈硬化になりにくいので,脂質感受性の高い系
統の改良や,抗甲状腺剤あるいはビタミンD2を用いた動脈硬化発生の試みがなされている(Roberts
andThompson, 1976 ;国友ら,1983).一方,モルモットはコレステロールの負荷のみで動脈硬化を発
症するとされている･ Satoら(1990, 1991)は,モルモットにコレステロールおよびビタミンD2を負
荷し,生体蛍光顕微鏡で腸間膜を観察したところ,血管または血液が自己蛍光を発することを兄いだ
した.血液は血祭,白血球,赤血球にわけられ,それぞれに関する自己蛍光に関する既存の研究は
｢はしがき｣で述べた通りである.しかし,これらについて系統的な研究はなされてなく,動脈硬化
に関連した報告は少ない.そこで本章では,動脈硬化の実験動物モデルとして1%コレステロールとビ
タミンD2を加えた食餌で飼育したモルモットを用い,血祭,白血球および赤血球の自己蛍光について
の検討を行った.
2.　方　法
2. 1飼育方法および血液,動脈壁の採取
a.飼育方法
雄性ハートレー(Hartley)系モルモットを5適齢で購入し,食餌として1)通常金(oRC4,オリエ
ンタル酵母(秩) )を与えたコントロール群(control群) , 2)通常食に1%コレステロールを付加し
たコレステロール群(cho群) , 3)通常食に1%コレステロールと75万単位/kgのビタミンD2を付加
したコレステロール+ビタミンD群(cho+D群)の3群に分けて飼育した. 4, 8, 12週飼育は各群7匹
(control群の12週のみ8匹) , 16過飼育は各群5匹で飼育を開始した.飼育開始直後および開始から4
過, 8週, 12週, 16過の時点で採血および大動脈の摘出を行い,血液成分の分析,血祭および赤血球
の自己蛍光の測定および分析,動脈壁のズダン染色を行った.
b.血液採取および赤血球と血祭の分離
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採血の手順を以下に示す. 25mg/kgのネンプタールを腹腰に投与し,十分に麻酔がかかった状態で
開腹した.下大静脈を露出して21Gの注射針を血管に直接刺入し血液を採取した.血液の採取は最初に
抗凝固剤を用いず1mlを採取し,その後抗凝固剤としてヘパリンナトリウムを用い約5ml採血した.ま
た,単硬球であるリンパ球およびモノサイト分離の際は,抗凝固剤としてEDTAを用いた.採血して得
たモルモット血液は, 3,000rpm, r0分間の遠心を行い,血球と血清または血祭に分離した.上澄み部
分を血清または血祭,界面の血祭と白血球の部分を取り除いた沈殿部を赤血球層とした.血兼は酸化
しないように窒素で封入し冷凍保有し,測定の直前に解凍して実験に用いた.赤血球は分社後すぐに
実験に用いた.
C.単核球の分離
モルモット血液からの単核球であるリンパ球およびモノサイトの分鰍ま骨法を用いた(B≠yum,
1964) . EDTA採血して得た血液3mlに等量の生理食塩水を加えた.抗凝固剤としてEDTAを用いるの
は,ヘパリンナトリウムを用いると比重が変化するためである.希釈血液6mlに市販の血球分離用の比
重調整液(Nyco Prep 1.077 Animal;第一化学薬品(秩) )を重層し,室温で1.000rpm, 15分間遠心
を行った.単核球は血祭と比重調整液の問に分離される.この層をパスツールピペットで採取し,坐
理食塩水で2回洗浄して単核球層を得た.
d.動脈壁の摘出および固定
採血に続いて動脈壁の摘出を行った.腕頚動脈(brachiocephalic artery ; BC)および鎖骨下動脈
(subclavian artery ; SA)を含む大動脈弓を摘出した.摘出した様子を模式的に図1に示す.試料は
10%中性緩衝ホルマリンで固定した後にズダンIV染色を行った.
2. 2　動腺壁のズダンⅠⅤ染色および脂質沈着面積の測定
a.ズダンⅠⅤ染色
ズダンⅠⅤ　染色は骨法によった(Daddi, 1896).まず, 70%アルコール100mlにズダンIV　2g
(chroma社)を加え,挽拝溶解し密栓して60℃で一晩静置した後に,油紙(No.4A ;アドバンテック
東洋(秩))および0.45/`mメンプランフィルター(ミリポア社)で油過したものをズダン染色液とした.
ホルマリンにより固定された試料を,各動脈の分岐部が観察できるように軸方向に切断した(図1).
切断した試料を純水で十分に水洗いし, 50%アルコールに30分間浸潰しアルコールに馴染ませた後,
ズダン染色液で2分間染色した.その後, 50%アルコールに5分間浸漬し余分なズダン染色液を除去し
た.この操作により動脈壁内腔に脂質沈着が起きている部分は赤く染色された.
b.脂質沈着面積の測定
動脈壁内腔の脂質沈着の面積を計測し,動脈壁内腰の面積に対する割合(area involved with
sudanophilic lesions ;以後Asと略す)を求めた.計測部位を図1(b)に示す.大動脈弓からBCへの分岐艶
のflow divider (0点)からBCの側面までの最短距離であるA点, o点と同側でOA=OBであるB点, o点
から大動脈弓の側面までの最短距離であるC点の3点を定めた.顕微鏡(対物100倍)にCCDカメラを
接続し,ズダンⅠVで染色した動脈壁のA, B, Cの各点について透過光にて顕微鏡像を撮影した.得ら
れた顕微鏡像を画像処理ソフト(IP LAB ; Signal Analtics Corp.)を用いてズダン染色された面積の計
測を行った.ズダン染色の有無の判定は試料によってバックグラウンドが異なるため,各々の画像に
ついてコンビュクー画面上で染色されている部位が選択されるように開催を設定した.この処理は
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A, ら, C点それぞれ3箇所について行いその平均値を求め, A, B, C点のAsとした･
2. 3　血祭成分の測定
血祭成分の測定は骨法によった.コレステロールは酵素法による市販の測定キット(デタミナ-
TC555 ;協和メディックス(柿))を用いて測定した. HDLコレステロール(HDLC)は, HDL分画試薬
キット(デタミナ-HDL;協和メディックス(秩))を用いて得たHDL分画のコレステロールを,上記の
コレステロール測定キットにて測定した. HDLの分画は,血清中のカイロミクロン, VLDL, LDLの表
面に存在するアポ黄白Bにポリアニオン(デキストラン硫酸およびリンタングステン酸)が結合し,さ
らに2価カチオン(Mg2+)が結合して沈澱することを利用した方法である.中性脂肪は酵素法による市
販の測定キット(デタミナ-TG;協和メディックス(秩))を用いて測定した.過酸化脂質は八木別法
を用いた市販のキット(デタミナ-LPO;協和メディックス(秩))にて測定した(八木. 1976;Ohishi
et a1.. 1985).蛋白はBCA法を用いた市販の測定キット(BCA protein assay reagent ;和光純薬工乗
(秩))を用いて測定した(smitheta1., 1986).
2. 4　血祭へのビタミンD2付加
cho+D群における血祭の自己蛍光に対する血中ビタミンDの影響を調べる為に,ビタミンD2単独
(calci如ol ;和光純薬工費(秩) )およびビタミンD2を付加したモルモット血兼の自己蛍光を測定し
た.血祭は飼育4過のControl群のものを用いた.血兼に付加した後のビタミンD2の濃度が,ヒト血清中
のビタミンD3およびその代謝物濃度の平均値である27ng/ml (Masuda et alH 1992)の1000倍となるよ
うにエタノールで希釈したビタミンD2溶液を血費に付加した･その級,自己蛍光スペクトルを通常の
条件で測定した.また,ビタミンD2の濃度の検定は265mmにおける吸光度測定により行った･
2. 5　血祭の水溶性成分の抽出
血兼の水溶性蛍光成分の抽出はTsuchidaら(1985)の方法を用いた.血費は飼育4週の3群のものを
用いた. 100fLlの血祭に4mlエタノール/エーテル(3:1, V/V)を加え,ミキサーで撹拝した後に
3.000rpm, 5分間の遠心を行い上澄みを除去した.この操作をもう一度繰り返し,沈殿物を真空乾燥
器で乾燥した後に1mlの純水を加え溶解した.この溶液の蛋白濃度を測定し,最終的に血費を100倍に
希釈したものと蛋白濃度が等しくなるように生理食塩水で希釈し,自己蛍光測定を行った.
2. 6　血祭の酸化
モルモット血祭の酸化は酸素付加により行った.血祭は飼育8過のControl群のものを用いた.血祭を
入れた容器に酸素を封入し密閉して室温にて軽く振逢した.付加時間は24時間, 48時間, 72時間とし
た.酸素付加後,血祭の自己蛍光スペクトルおよび過酸化脂質濃度を測定した.
2. 7　血祭の自己蛍光測定
自己蛍光の測定は蛍光分光光度計(F2000 ;日立)を用いて測定した.スキャン速度1200mm/m舌n,
バンドパスは蛍光,励起とも10nm,光電子増倍管は700Vを用いた.また,血兼の希釈は生理食塩水
を用いた.
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2. 8　血紫の高速液体クロマトグラフィー分析
血梁の蛍光成分の分析には高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いた. HPLCによる溶液成分
分析の原理を図2に示す. HPLCは固定相であるカラムと移動相である溶離液への親和性により,溶液
中の成分を分離するという方法である.血紫の蛍光成分の分離はサイズ排除クロマトグラフィー用カ
ラム(TSKgel SuperSW3000 4.6mmI.D.×30cm ;東ソー(秩) )を用いた.溶髄液はpH6.9の0.2Mリン
酸緩衝液(0.2M KIもPO.+0.2M K2HPO.)を用い,流速0.35ml/min, 25℃で保持した.成分の検出は
蛍光検出装置(RF-10AXL ;島津(秩))および紫外･可視検出装置(spD･10AV,島津(秩))を用いた.
蛍光の検出条件は励起波長340mm,蛍光波長460nmおよび490mmとし,吸収の検出条件は280mmにお
ける吸光度とした.試料は飼育12週の3群のモルモット血祭を生理食塩水にて200倍に希釈し5〝1注入
_した.分子量マーカーとしてアルドラーゼ(Aldolase, 158kDa) ,カタラーゼ(catalase, 232kDa) ,
フエリナン(Ferritin, 440kDa) ,チログロブリン(Thyroglobulin,.669kDa) (Pharmacia Biotech)を
用いた.
2. 9　単核球の観察
単核球は,落射蛍光顕微システム(AX･70;オリンパス光学工業(秩) )を用いて自己蛍光を観察
し, Super G ACEフイルム(富士写真フイルム(秩) )を用いて写真撮影を行った.蛍光戟寮にはWU
(励起波長330mm～380mm)およびBV (励起波長400mm～440nm)励起フィルターを用いた.
2. 10　赤血球の自己蛍光測定
赤血球の自己蛍光の観察および写真撮影の方法は単核球の場合と同様である.また,赤血球の自己
蛍光スペクトルの測定は,顕微分光測定装置を用いた.実験装置の模式図を図3に示す.本装置は蛍光
顕微鏡(AX-70;オリンパス光学工業(秩) )に顕微分光装置(pMA･50;浜松ホトニクス)およびコ
ンピュータを凄続したものである.
2. 1 1　赤血球の高速液体クロマトグラフィー分析
赤血球の自己蛍光成分は,蛍光顕微鏡による観察からポルフィリンの一種であることが予想された.
そこで, HPLCを用いたポルフィリン分析法(近嵐1994)を試みた.赤血球の蛍光成分の分離は順相
カラム(CAPCELL PAR C18 AG129 ;資生堂(秩))を用いた.溶離液はpH7.5の50mMテトラプチルア
ンモニウムヒドロキシド(tetrabutylanmmoniumhydride ;和光純薬)とアセトニトリル(CH3CN ;和光
純薬)の混合液(34:66, Ⅴ/v)を用い,流速1ml/min, 40℃で保持した.蛍光検出装置(RF･
10AXL ;島津(秩))を用い励起波長420nm,蛍光波長630nmの蛍光を検出した.試料は赤血球とN,N･ジ
メチルホルムアミド(N.N･dimethylformamide)を1 : 19の割合で混合し, 3.000rpm, 10分間の遠心後
に上澄みを採取したものを5FLl注入した.マーカーとしてプロトポルフィリン(protoporphyrin IX;
sigma) , Znプロトポルフィリン(Zn-protoporphyrin ; Pol･phyrinProductslnc)およびコプロポルフィ
リン(coproporphyrin 1 ; Sigma)を用いた.ポルフィリンの漉度検定は400mmにおける吸光度測定に
より行った.
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2. 12　統計処理
数値は全てmean±standarderrorofmean(SEM)で表示した. 3群の有意差検定はunpairedt･testを用い,
同じ飼育期間のControl群に対するCho群, cho+D群について行い, p<0.05をもって有意とした.また,
酸素付加実験はpaired t･testを用い, p<0.05をもって有意とした.また,動脈壁の脂質沈着両帝と血渠
および赤血球の自己蛍光測定との関係,血祭および赤血球の成分の分析結果と自己蛍光測定の関係は
相関係数を用いて判定し, p(0.05をもって有意とした.
3.　結　果
3. 1　飼育期間による体重の変化
飼育期剛こ伴うモルモットの体重の変化は, control群は飼育期間が長くなるのに伴い直線的に増加
するのに対し, Cho群は飼育12週まで増加した後に16週で減少し, Cho+D群は飼育4週で減少した後
に徐々に増加した(表1).表中に実験数および飼育開始数を示す.この差は飼育途中の死亡によるも
のである.
3. 2　血兼成分
飼育開始直後の稔コレステロールは32±3mg/dlであった.飼育期間中はControl群は飼育開始直後と
変わらず, cho群およびCho+D群は飼育4週で増加するが,その後はほぼ一定であり, control群は32±
2mg/dl (mean±SEM) , Cho群は204±9mg/dl, Cho+D群は220土14mg/dlであった(図4(a)).絵コ
レステロールに対するHDLCの割合は飼育開始直後は11.6±2.7%であった.その後は各群とも飼育期
間中はほぼ一定で, Control群, cho群, cho+D群はそれぞれ8.4±0.7%, 5.9±0.3%, 5.7士0.3%であっ
た(図4(b)).中性脂肪は食餌群および飼育期間によってあまり変化せず,飼育開始直後は29土5mg/
dl, Control群, cho群, cbo+D群はそれぞれ21±2mg/dl, 18±2mg/dl, 19士2mg/dlであった(図4
(C)).過酸化脂質濃度は飼育開始直後は1.1±0.2nmol/miであった.飼育期間中はControl群は飼育開始
直後と変わらず, cho群およびCho+D群は飼育4週で増加するが,その後の飼育期間中はほぼ一定であ
り, control群, cho群, cわo+D群はそれぞれ1.4±0.1nmol/ml, 2,7± 0.3nmol/ml, 3.1士0.4nmol/mlで
あった(図4(d)･).
3. 3　動脈壁の脂質沈着面積
大動脈弓から腕頭動脈の分岐部であるA点における動脈壁内腔の面積に対する脂質沈着面積の割合の
変化を図5(a)に示す. control群は飼育期間を通じて10%程度であり変化しないのに対し, Cho群および
cho+D群は飼育期間が長くなるにつれて脂質沈着面積の割合は増加し,飼育16週では約40%となった.
また, A, B, C点におけるAsはそれぞれ, 21.9±2.5%, 12.1±1.6%, 23.4±2.4%であり, A点とC点
におけるAsは同程度であり,腕頭動脈の分岐部下流のB点はA点およびC点よりAsは有意に小さい値を
示した(測定部位は図1参照,図5(b)).
3. 4　モルモット血祭の自己蛍光
a.血祭の自己蛍光の測定条件
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血祭の自己蛍光スペクトルの測定に先立ち,モルモットの場合の血費の濃度を検討するために,坐
理食塩水を用いて3倍希釈から1000倍までの血祭の希釈系列を作製し,自己蛍光強度について検討し
た･波長条件は励起波長340mmの場合の420mmおよび500nmにおける蛍光,および励起420mmの場合
の蛍光500nmにおける蛍光である･希釈と蛍光強度の関係を図6に示す.励起波長340nmでは1000倍
希釈から10倍希釈･励起波長420ndでは100倍希釈から3倍希釈の問で直線性が得られた.また,ヒト
血兼と比較するとモルモット血祭は約10倍の蛍光強度を示した.そこで,これより後のモルモットの
血兼の自己蛍光測定には100倍に生理食塩水で希釈したものを用いた.
b.血兼の自己蛍光スペクトル
モルモット血祭の自己蛍光スペクトルの最大励起波長は330nmから340mmであり,最大蛍光波長は
465mmから490mmであった.励起波長340mmおよび蛍光波長460mmにおける自己蛍光スペクトルの一
例を図7に示す･励起スペクトルと蛍光スペクトルはほぼ鏡像関係を示した.この後の血祭の自己蛍光
の測定の励起波長は340nmとした.
図8に飼育16過のControl群, cho群, cho+D群の血柴の自己蛍光スペクトルの一例を示す. C｡ntr｡1
群と比べCho群の蛍光強度は小さく, cho+D群は大きかった･また蛍光ピーク波長はcho群, cho+D
群ともにControl群より短波長であった.血菜の自己蛍光の蛍光ピーク波長は,飼育開始直後は482士
1mm,飼育4過ではcontrd群, cho群, cho+D群はそれぞれ485±1mm, 479±2mm, 483±2nmであり,
飼育期間中はControl群はほぼ一定であるのに対し, Cho群, cho+D群は飼育期間が長くなるにつれ短
波長側にシフトするという特徴を有していた(図9(a)).飼育開始直後の蛍光ピーク強度は930±
110A･U･,その後3群ともに飼育4過で増加し飼育期間中はほぼ一定であった(図9(b)). cho+D群,
Control群, cho群の順で増加が大きく, control群, cho群, cho+D群はそれぞれ1549±
64A.U., 1241±56A.U., 2143±73A.U.であった.
d.蛍光ピーク波長と蛍光強度比
蛍光波長の短波長側のシフトは,蛍光ピーク波長より短波長にピークを持つの蛍光物質の増加の可
能性が考えられる･そこで,任意の2波長を選択してその強度の比と蛍光ピーク波長の相関を調べたと
ころ,波長460nmと490nmの強度の比が蛍光ピーク波長と良く相関し,相関係数は-0.88(n=84)であり
p<0･001で有意であった(図10).飼育期間中の各群の蛍光強度此(460mm/490nm)の変化を図11
示す･飼育開始直後は0.89士0.01,飼育4過ではControl群, cho群, ch｡+D群はそれぞれ0.87士
0･01, 0･91±0･01, 0･88±0･01であり,飼育期間中はcontrol群は一定であるのに対し, cho群, ch.+
D群は飼育期間が長くなるにつれ増加する傾向を示した.
e･ビタミンD2の影響
Cわo+D群の血祭の自己蛍光強度が大きい原因として,食餌成分であるビタミンD2が蛍光する可能性
が考えられた･図12にビタミンD2単独およびビタミンD2を付加したモルモット血祭の自己蛍光スペク
トルを示す･付加するビタミンD2の血集中の濃度は,ヒト血清中のビタミンD3およびその代謝物濃度
の平均値である27ng/ml (Masuda et al･. 1992)の1000倍とした.これを通常の場合と同様に,生理食
塩水で100倍に希釈したものの自己蛍光を測定した･この濃度では,ビタミンD2は単独ではほとんど蛍
光を示さなかった･また,血兼にビタミンD2を加えると,わずかに蛍光強度が増すが, cわo+D群のよ
うな顕著な蛍光強度の増加は見られなかった.
f.血兼の水溶性成分の自己蛍光
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各食餌群の血祭から抽出した水溶性成分のピーク強度,ピーク波長,蛋白量あたりの蛍光強度を表2
に示す.また,一自己蛍光スペクトルの一例を図13に示す.水溶性成分のピーク強度は何れの群におい
ても血祭全体の蛍光の70%程度であった.血祭の蛍光ピーク強度と水溶性成分の蛍光ピーク強度の相
関係数は0.96でありp<0.001で有意に相関した.血祭の蛍光ピーク波長はcontrol群とcho群はp<0.01
で有意差があるのに対して,血祭の水溶性成分の蛍光ピーク波長はControl群, cho群, cわo+D群はそ
れぞれ483±1mm, 481±1nm, 482±1mmであり,有意差は見られなかった.水溶性成分の蛋白1mg/
mlあたりの蛍光強度はControl群, cho群, cho+D群はそれぞれ2860±140A.U., 2000±
150A.U., 3410±260AU.となり,食餌群によって蛍光強度が異なり, cho群はContrd群と比較すると
有意に小さい億を示した(p<0.01).
苧･酸素付加による血祭の酎ヒ
5. 1卓および5. 2章でヒト血蒙の自己蛍光スペクトルに酸化がおよぼす影響について検討した.
また,前項において,モルモットの動脈硬化モデルの自己蛍光はヒトの場合と同様に蛍光ピーク波長
は短波長であること,相違点として蛍光強度はヒトの10倍であることを示した.本項ではモルモット
の血祭の自己蛍光スペクトルに対する酸化の影響を検討し,ヒトの場合の変化との比較を行った.血
費は飼育8週のControl群のものを用いた.図14に酸素付加時間に伴うモルモット血祭のスペクトルの
変化の一例を示す.モルモットの血紫の過酸化脂質濃度は酸素付加時間に伴い増加する傾向が見られ
たが, 72時間の付加でも有意な差は見られなかった(図15(a)).蛍光ピーク波長は顧素付加時間に伴
い短波長側にシフトする傾向が見られたが, 72時間の付加でも有意な差は見られなかった(図15
(b)).蛍光ピーク強度は酸素付加時間に伴い増加し, 24, 48, 72時間の付加で有意であった(図15
(C)). control群のモルモットは稔コレステロール,中性脂肪の濃度はヒトよりも小さい.それにもか
かわらず,蛍光ピーク波長の短波長側へのシフトおよび蛍光強度の増加というヒト血祭を酸化した場
合と同じ変化を示した.これは,酸素付加のような弱い酸化条件では脂質の濃度の影響は小さいため
と思われる.また,ここにデータは示さないがCho群およびcbo+D群の血蒙を酸化した場合の変化は,
control群と同程度であった.
h.高速液体クロマトグラフィーによる自己蛍光成分の分析
サイズ排除クロマトグラフィー用のカラムにより血兼成分を分離した後,紫外･可視検出装置およ
び蛍光検出装置を用いて血祭中の自己蛍光成分を検出した.紫外･可視検出装置と蛍光検出装置は直
列に接続した為,蛍光検出装置における検出時間は約1分の遅れが生じた.また,紫外･可視検出装置
で用いた280nmの吸収は蛋白量を調べる際に一般的に用いられる条件である.蛍光の検出条件は励起
波長340nmの場合の460mmおよび490mmの蛍光とした.前項で蛍光ピーク波長と蛍光強度比(460nm
/490nm)が良く相関したのでこれを条件とした.図16にモルモット血菜のクロマトグラムの一例を
示す.サイズ排除クロマトグラフィーでは分子量の大きい成分程,短い溶出時間(retention time)で
溶出される.図16(a)は280mmの吸収であり,溶出時間7分から10分の閥のピークはグロブリンおよび
アルブミンのものと思われ, 10分付近の最大のピークは分子量からアルブミンと推測された.図16(b)
は励起340nmにおける460mmの蛍光であり,先に述べた溶出時間7分から10分の間の吸収に相当する部
分には大きな1つのピークしか観察されず,アルブミンのみが蛍光を示し,グロブリンは蛍光を示さな
いことが確認された.前項で用いた血祭の自己蛍光測定における蛍光強度比(460nm/490nm)と
HPLC分析におけるアルブミンによるピークの蛍光強度比(460mm/490mm)の相関係数は0.62 (nニ
ー72-
15, P〈O.05) (図17(a))であった.また,血祭の自己蛍光測定における蛍光強度此(460nm/
490nm)とHPLC分析で検出された全てのピークの和の蛍光強度比(460mm/490mm)の相関係数は
0.82 (n=15, pく0.001) (図17(b))であった.
i.動脈壁の脂質沈着と血祭の自己蛍光
動脈壁の脂質沈着と血祭の自己蛍･光スペクトルについて検討を行った.動脈壁のA点(図1参照)の
Asと血費の自己蛍光ピーク波長,ピーク強度,蛍光強度比(460nm/490nm)の相関係数はそれぞれ,
-0.485 (pく0.01) , 0.307 (N.S.) , 0.483 (p(0.01)であった(n=37). A点のAsと血費の自己蛍光ピー
ク波長の相関を図18に示す.
3. 5　モルモット単核球の自己蛍光像
周育12週のControl群のモルモットの単核球をwU励起フィルター`を用いて観察した場合の顕微鏡写
真を図19(a)に,同一視野をBV励起フィルターを用いて観察したものを図19(b)に示す.何れの励起フィ
ルターを用いた場合でも単核球の細胞質の部分に蛍光が観察された･ cho群およびCh:o+D群において
ち,同様の蛍光が観察され,食餌群による違いは見られなかった.
3. 6　モルモット赤血球の自己蛍光
a.自己蛍光像
飼育16過の3群のモルモットの赤血球をwU励起フィルターを用いて観察した場合の顕微鏡写真を図
20(a), 0)), (C)に, BV励起フィルターを用いて観察したものを図21(a), (b), (C)に示す.何れの励起フィ
ルターを用いた場合でもcho群およびCho+D群の赤血球は,赤い自己蛍光を有するものが数多く観察
され, Control群の赤血球では自己蛍光はほとんど観察されなかった.
b.顕微分光法による自己蛍光スペクトル
飼育16週の3群のモルモットの赤血球をBV励起フィルターを用いて励起し,顕微分光を行った場合
の自己蛍光スペクトルの一例を図22に示す.何れの群も625nmおよび675mm付近にピークを有し,
cho群およびcho+D群はControl群に対して大きなピーク強度を示した.赤血球をBV励起した場合の
625mmの蛍光強度は, Control群は飼育期間中変化しないのに対して, Cho群およびCho+D群は飼育期
間が長くなるにつれ増加した(図23) .
C.高速液体クロマトグラフィーによる自己蛍光成分の分析
赤血球をN.N･ジメチルホルムアミドで抽出して順相カラム(CAPCELL PAR C18　AG129 ;資生堂
(株))を用い自己蛍光成分を分離し,励起波長420nm.蛍光波長630nmの蛍光を検出すると, cho群およ
びCho+D群は溶出時間約7分に大きなピークが見られた(図24) .
赤血球に存在し赤く蛍光を有する物質として,プロトポルフィリンおよびznプロトポルフィリンが
考えられる.既存のポルフィリン分析方法として,溶媒抽出法(Hart and Piomelli, 1981) , HPLC
(近嵐　1994) ,キヤピラリー電気泳動(capillary electrophoresis)を用いる方法等があるが
(weinberger etal., 1990 ; Barker et alH 1993 ; Wu et a1., 1994a. 1994b) ,溶媒抽出法は振作が煩雑
で十分な精度は得られなく(近藤ユ995aユ995b) ,キヤピラリー電気泳動法は未だ汎用されていない.
予備検討として, HPLCとキヤピラリー電気泳動を比較すると高い相関が得られたが,本実験では一般
的であるHPLCを用いることとした.市販のプロトポルフィリンおよびzn-プロトポルフィリンを同一
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条件で分析を行うと, zn･プロトポルフィリンは約6分,プロトポルフィリンは約7分で検出されるため,
cho群およびCho+D群で放棄された赤い蛍光はプロトポルフィリンによるものであると推定された.
プロトポルフィリン濃度は, Control群は飼育期間中は変化しないのに対して, Cho群およびcho+D群
は飼育期間が長くなるにつれ増加した(図25).また,顕徴分光測定(BV励起, 625mmの蛍光強度)
およびHPLC分析によるプロトポルフィリンの相関を調べると,相関係数r言0.93 (n=60) , P〈O.001で
あり,有意に相関した(図26).
d.動脈壁の脂質沈着と赤血球の自己蛍光
動脈壁の脂質沈着と赤血球の自己蛍光について検討を行った.動脈壁のA点のAs (図1参照)と顕微
分光測定による赤血球の自己蛍光強度(BV励起,蛍光波長625mm)およびHPLC測定によるプロトポ
ルフィリン濃度との相関係数はそれぞれ, 0.716 (P〈O.001) , 0.656 (p(0.001)であった(∩-37).
A点のAsと顕微分光測定による赤血球自己蛍光強度との相関を図27に示す.
4.　考　察
4. 1　モルモットの動脈硬化モデル
動脈硬化はその病変部が血管分岐部に好発することから,血流因子が関与することが定説となって
いる(Gessner, 1973).血流は血管壁に酸素や蛋白,脂質など各種の栄養物を輸送するとともに,血
管壁に対して力学的な力を負荷する.この力は血管壁に垂直方向の力(血圧; blood pressure)と血管
壁に平行な力(せん断応力(ずり断応力とも言う) ; shear stress)の2つの成分に分けられる(Davies
et a1., 1984).せん断応力の大きさは,血液の粘度と血流速度と流れの中心軸からの距離で決まる速
度勾配から求めることができる.動脈硬化の成因に血流因子を結びつけた種々の血行力学説が提唱さ
れ,その一つにせん断応力の大きさを議論するせん断応力学説があるが,この学説には高せん断応力
説と低せん断応力説がある. Fry (1968)は,イヌの胸部大動脈を用いて,せん断応力の増加に応じ
て血管内皮細胞のアルブミンの透過性が増加すること,内膜面でせん断応力が約400dyne/cm28こ達する
と,血管内皮細胞に顕著な傷害が生じることを戟察し,動脈硬化の好発部位はせん断応力の高い場所
であると予想した.またcaroら(1971)は,コレステロールの透過性に注目して,コレステロールの
動脈壁内から血液中への流束を重視し,壁面のせん断応力が小さくなると内膜一血液の濃度勾配が少
なくなり,コレステロールが動腹壁内へ蓄積することを示し,低いせん断応力が動脈硬化の初期病変
を引き起こすとした.最近では.ヒトの動脈硬化の好発部位は,せん断応力が低いと考えられる部位
であることがわかってきた(Grottumeta1., 1983 ; 又oss. 1896).
動脈硬化の動物モデルとして一般的に知られているのはウサギである.しかし血流状態からみて,
ヒトの動脈硬化は低せん断応力の部位に好発するのに対し(Caro et a1.. 1969) ,ウサギの場合は初期
病変は高せん断応力の部位に発生することが指摘されており(Roach eta1.. 1976) ,この原因は未だ明
らかになっていない.一方,これまでの研究でコレステロール食により飼育したモルモットの腕頭動
脈および左鎖骨下動脈の分岐部を観察したところ,ヒトにおける好発部位と同様に,低せん断応力領
域において脂質沈着が見られた(satoet a1., 1997).
また,ウサギに1%のコレステロール食を与えると,飼育20日後に血中稔コレステロール濃度は
800mg/dlに達し,その後もほぼ同じ値を示した.この時vLDLの濃度の上昇が著しく,粥状動脈硬化
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症に似た脂肪班が形成された.また,コレステロールの41%がVLDL, 55%がLDL, 4%がHDLの形で
存在した(B∝aneta1.,1993).本研究において, 1%コレステロール(Cho群)または, 1%コレステ
ロール+ビタミンD2 (Cho+D群)を加えた食餌によって飼育したモルモットの血兼の脂質を測定した
ところ,いずれの群も飼育4週にはコレステロール値は200mg/dl以上になり,その後は変化しなかっ
た.このコレステロール濃度の変化はウサギの場合と似ているが,濃度はよりヒトに近いと言える.
また,リボ蛋白に関してはHDL･コレステロールは稔コレステロール値の10%程度であり,中性脂肪は
どの群においでも40mg/dl以下であることから, VLDLコレステロールが少ないと考えられる.
Fernandezら(1992)は,モルモットはヒトと同様に血費中のコレステロールを主にLDLによって輸送
すると述べている.
動脈硬化と過酸化脂質に関する報告がなされており,中村(1988)の報告によると血祭中の過軟化
‥脂質濃度は末梢動脈硬化群は対照群の1.7倍,冠状動脈硬化群は1.1倍であり,末梢動脈硬化群は有意に
高値であった(中札1988).本実験において, Cho群, cho+D群の過酸化脂質濃度はControl群の平
均2.2倍であった.
アスコルビン酸は抗酸化作用を示すが,モルモットはヒトと同じくこの合成能を有しない.また,
リボプロテインa (lipoprotein(a) ; Lp(a))は動脈硬化と深く関連する蛋白とされているが,この存在が
確認されている動物種は少ない. Rathとpatlling(1990)はモルモットにアスコルビン酸欠乏食を与える
と,動脈硬化が生じ病巣にはLp(a)が確認されたことから,モルモットの動脈硬化の発生のメカニズム
はヒトと近いと考えている.
以上のような点において,食餌により高脂血症に誘導されたモルモットは,ヒトの動脈硬化の動物
モデルとして適していると考えられる.そこで,本研究ではモルモットの血乗を用いて血兼の自己蛍
光スペクトルの変化を検討した.
4. 2　血兼の自己蛍光の特徴
血兼の自己蛍光スペクトルを測定すると,蛍光ピーク強度はcho群はControl群と比較すると小さく,
cho+D群は大きかった.また,いずれの群も飼育期間中には強度はほとんど変化しなかった. cho+D
群の蛍光強度が大きい原因として,食餌成分すなわちビタミンD2が蛍光する,またはビタミンD2の影
響により増加した血中カルシウムが蛍光する可能性が考えられる.
正常なヒトの血清中ビタミンD3濃度の平均値は1･0±0･2mg/mlであり,またその代謝物である25･OH･
D3は24･3±1･2ng/ml, 24,25-(OH)2-D3は2･1±0･3ng/ml, 1 a ･25･(OH)2･D3は44･8±3･1pg/mlであり･これ
らの濃度の和は約27mg/mlである(Masuda et a1., 1989, 1992).そこでこの濃度の1000倍になるよう
に,ビタミンD2をモルモット血紫に加え蛍光スペクトルを測定をしたところ,励起波長340mmではビ
タミンD2の有無による蛍光スペクトルの変化は見られなかった･また,国友ら(1983)は動脈硬化声
の動物モデルとして,モルモットに1%コレステロールまたは1%コレステロールと75万単位/kg飼料の
ビタミンD2を加えた食餌を与えたところ,飼育6週間で半数以上のモルモットに動脈硬化病変が見られ
たと報告しており,このとき血中カルシウム濃度は9.6±0.4mg/100ml,コントロール群は10.1±
0.2mg/100mlであり,差は見られなかったと報告している.これらのことから, cho+D群の蛍光強度
が大きい原因は,血祭中のビタミンD2または血中カルシウムによるものではないと考えられた･
さらに,血費の水溶性成分のみを抽出して蛍光スペクトルを測定したところ,いずれの食餌群にお
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いても水溶性成分の蛍光ピーク強度は血祭の蛍光ピーク強度の70%程度であった.水溶性成分と同じ
く, 5. 1章および5. 2章で示したように,ヒト血祭のリボ蛋白分画を行った場合のLPF分画も成分
の大部分は蛋白である. LPFは血祭の蛍光強度の85%であることと比較すると,モルモットの方がや
や小さい億ではあるが,いずれにしても蛋白が血祭の自己蛍光の大部分を占めていることがわかる.
さらに,この実験からCho+D群の血衆の自己蛍光強度がControl群より小さいのは,蛋白1mg/mlあたり
の蛍光強度が小さい為であることがわかった.この実験では有機溶媒によって脂質を除去しているの
で, Cho+D群の血兼の自己蛍光の消光は静的消光,つまり蛋白に何らかの消光物質が結合しているの
ではないかと思われる.また, Cho+D群と同様に,ヒトの動脈硬化症患者の血兼の自己蛍光のピーク
強度は健常者より小さい借を示した.
モルモット血兼を酸素付加した場合もヒトの場合と同様に,酸素付加時間の増加に伴い,蛍光強度
は増加し,.蛍光ピーク波長は短波長側にシフトした.酸素付加に用いたモJ)Vモツトの血祭のコレステ
ロール濃度40mg/dlであり,ヒトの濃度の5分の1程度であった.中性脂肪の濃度もまたモルモットの
方が低い.このように脂質の濃度にかかわらず酸化による変化を示すことから,反応にはごく一部の
脂質が関係していることが予測される.
また,モルモット血祭の蛍光スペクトルの特徴として,蛍光ピーク波長が挙げられる.飼育期間中,
C｡ntr｡l群の蛍光ピーク波長は飼育開始直後と変わらずほぼ一定の値を示したが, Cho+D#の蛍光ピー
ク波長はC｡ntrol群と比べて短波長, cho群はさらに短波長であり, cho群, cho+D群ともに飼育期間が
長くなるとさらに短波長側にシフトした.蛍光ピーク波長が短波長側へシフトする理由の一つとして,
初期のピーク波長より短波長にピークを持つ蛍光物質が生成され,本来のスペクトルに加算されると
いう可能性が考えられる.そこで, 400mmから600nmまで10mm間隔で2つの波長を選択し,その蛍光
強度比と蛍光ピーク波長の相関を調べた.その結果,蛍光ピーク波長と2波長の蛍光強度比(蛍光波長
460nmと490nm)とが一番良い相関を示し,相関係数･0.88という高い相関が得られた. 490nmは
C｡ntl･｡1群の蛍光ピーク波長の平均値である485mmに近い値であり,波長460mmと490nmとの蛍光強度
比と蛍光ピーク波長が相関するということは,本来の血祭の蛍光ピーク波長より短波長のピークを持
つ蛍光物質が生成されたものと考えられる.現在のところ蛍光物質の成分の特定はできていない.し
かし,血蒙の自己蛍光スペクトルは各群のピーク波長は異なるが,水溶性成分の蛍光ピーク波長はほ
8㌢-一定であること,また, LDLやHDLはリボ蛋白を含まなし扮画より短波長側にピークを持つことから,
血祭蛋白より短波長にピークを持つ物質は脂質である可能性が高いと思われる.
今回測定した血祭中の脂質成分である稔コレステロール,中性脂肪, HDLはcho群とcho+D群でほ
とんど差がなく飼育期間中も変動しなかったのにかかわらず, cho群とcho+D群で蛍光強度比が異な
り,また飼育期間によって変化するという興味深い現象が見られた.これは,血祭の自己蛍光測定は
脂質測定と異なることを示している.また,過酸化脂質濃度はCho群とcho+D群でほとんど差がなく
飼育期間中も変動しなかったことから,血祭の自己蛍光測定が酸化変性を示すとしても,過酸化脂質
濃度の測定法とは異なることを示している.
4. 3　血祭の自己蛍光成分
蛍光成分の分析法として, Phillipsとprivett (1981)はリボフスチンをHPLCで分析する方法につい
て報告しているが,この方法は3種類の溶離液を用いており,通常のHPLC装置で行うのは難しい.
-76-
そこで,本実験ではモルモットの血祭の自己蛍光成分の分子量を調べるため,サイズ排除クロマト
グラフィー用カラムを用いた分析を行った.蛍光検出条件として励起波長340nmにおける460nmと
490mmの強度,蛋白の検出条件として280mmの吸収を用いた.いずれの波長においても,自己蛍光は
主にアルブミンによるものであることが確認された.これは,アルブミンは血紫で一番量の多い蛋白
であること, FletcherとTappelの七ト血清アルブミンは自己蛍光するという報告およびリボ蛋自分画や
水溶性成分の自己蛍光の実験からも予測された結果である.
460nmに強い蛍光を示す蛍光物質の存在を確認するため,蛍光分光光度計を用いた血祭の自己蛍光
測定した場合の蛍光強度此(460nm/490mm)とHPLCの分画の蛍光強度比(460nm/490nm)の相関
を調べた.蛍光分光測定による蛍光強度比とHPLCのアルブミン分画の蛍光強度比との相関は0.62
(p<0.05)であり, HPLCで得られたすべての分画の強度比との相関は0.82 (p<0.01)であった.ア
ルブミン分画の蛍光強度比と有意な相関を示すことから, 460｡ふ近辺にピークを持つ物質はアルブミ
ン分画に存在すること,すべての分画の強度比との方が高い相関を示したことから,アルブミン以外
の分画にも460mm近辺にピークを持つ自己蛍光物質が存在することが示唆された. 3群のクロマトグラ
ムを比較すると, 6分, 15分に検出される物質はControl群よりcho群およびcho+D群の方が多く,栄
光物質は分子量の異なるいくつかの分画に存在すると思われた.唯一, 12分に検出される分画の蛍光
強度はContorl群の方が大きかった.この実験では,血祭には何の処理も行わなかったことから,蛍光
物質は単体としてではなく,血菓中の黄白に結合している可能性がある.さらに蛍光物質を分析する
には, HPLCで血兼から蛍光物質を分離した分画を分取し,酵素等を用いて蛋白から解離させる等の処
理を行い分画するという操作を繰り返し,蛍光物質を純化した後に,質量分析等を行い構造を決定す
る必要があると思われる.
4. 4　白血球の自己蛍光
本研究は,食餌により動脈硬化を誘発したモルモットの微小循環系の蛍光像を観察したところ,血
液が強い自己蛍光を発するという現象が兄いだされたことから始まった.血液の中ではモノサイトや
マクロファージが自己蛍光を有することが知られている(Michinson et a1.. 1985) .また,マクロ
ファージにはセロイドが蓄積されており,フローサイトメトリーを用いてこれを測定するという試み
もなされている(Hunteta1.. 1994a).そこで,蛍光顕微鏡を用いて白血球の自己蛍光を観察した.
本実験は,血液からの白血球の分離法として比重による分離法を用い,単核球であるリンパ球およ
びモノサイトが分社された.ヒトのリンパ球は直径5-8fLmで全白血球の20-30%であり,モノサイ
トは直径10-15FLmで6-8%である(伊藤.1991).飼育12週のControl群のモルモットの単核球は,
蛍光顕微鏡によりすべての単核球の細胞質の部分に蛍光が観察された.また, Cho群およびCho+D群
においても,同様の蛍光が観察され,食餌群による違いがないことが確認された.
4. 5　赤血球の自己蛍光
蛍光顕微鏡で観察すると,飼育8週位からCho群およびCho+D群のモルモットの赤血球が強い蛍光を
有し,飼育期間が長くなるにつれ蛍光強度が増加するのが観察された(図20.21).この自己蛍光の退
光はきわめて速いものであったが,顕微分光測定より自己蛍光スペクトルを得ることができた.得ら
れた蛍光スペクトルからポルフィリン関連物質であることが予想された.ポルフィリンは4個のピロー
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ル核が4個のメチン棟によって結合し,環状テトラピロールとなった化合物であり, 'r電子が共役した
骨格構造により,紫外,可視領域に強い吸収スペクトルを持つ.側鎖の種類と結合位置が異なるポル
フィリンが多数あるが,天然にはウロポルフィリン(uroporphyrin) ,コプロポルフィリン
(coproporphyrin) ,プロトポルフィリン(protoporphyrin)等がある.ポルフィリンは金属と結合し
て,ポルフィリン錯体をつくる.金属が鉄である場合の鉄ポルフィリンはヘムであり,生体内に存在
するポルフィリンはヘム合成経路の中間生成物である(図28).赤血球中に存在する主なポルフィリ
ンはプロトポルフィリンおよびzn-プロトポルフィリンである.そこで,モルモットの動脈硬化モデル
の赤血球の自己蛍光物質を特定するためHPLC分析を行ったところ,その溶出時間からプロトポルフィ
リンであることが確認された.
赤血球中のプロトポルフィリン濃度が増加するものとして造血性プロトポルフィリン症,先天性ポ
ルフイリIZ症,および溶血性貧血が挙げられる.また,鉛中ポルフィリンは鉄欠乏性貧血や鉛中毒で
増加するとされているが(近藤と広汎1988) ,いずれも動脈硬化と関連して増加するという報告はな
されていない.ポルフィリン代謝異常の報告において動脈硬化と関連すると思われるものは少ないが,
その中にヒトのプロトポルフィリン症の患者の血清成分のスクリーニングにより,中性脂肪が200-
300mg/dlと高い傾向にあるという報告がある(Pho･Fitzpatrick and Palmer, 1984).高トリグリセラ
イド血症は動脈硬化の危険因子と考えられている.しかし,本実験のモルモットの中性脂肪の濃度は,I
食餌群や飼育期間によって変化を示さないのに対し,プロトポルフィリン渡鹿はcho群およびCho+D群
で飼育期間が長くなるのに伴い増加したことから,中性脂肪がポルフィリン代謝異常の直接的な原因
ではないと思われる.この現象が動脈硬化と関連した現象であることの検証も必要であり,現在のと
ころヒトの動脈硬化とポルフィリンの関係について検討は予備検討の段階である.しかし,飼育16過
ではCho群およこ杷ho+D群の赤血球の自己蛍光強度はControl群の約5倍であるのでフローサイトメトリー
を用いた測定が考えられ,この現象が動脈硬化と関連するなら実用化は可能である.今後の課親とし
て,ヒトにおいても同じ現象が見られるかどうか確認すること,ポルフィリン生成のメカニズムを解
明することが挙げられる.
4. 6　動脈硬化病変と血紫および赤血球の自己蛍光
本研究ではモルモットの動脈硬化病変の進行の指標として,動脈壁の脂質沈着面積の割合であるAs
を用いた. Asと血紫の自己蛍光スペクトルとの相関を調べたところ,蛍光ピーク波長および蛍光強度
此(460mm/490mm)が有意に相関した.また, Asと赤血球の自己蛍光との相関を調べたところ,顔
徴分光測定による赤血球の自己蛍光強度およびプロトポルフィリン濃度が有意に相関した.このこと
から,血祭の自己蛍光ピーク波長および蛍光強度比(460nm/490nm) ,また赤血球の自己蛍光強度
およびプロトポルフィリン濃度はいずれも動脈硬化の診断の指標となる可能性が考えられる.これを
臨床検査に用いるよう提案するためには,さらにこれらの現象の機構の解明,また測定条件や測定手
段等の検討が必要である.また, AsはCho群は12週, cho+D群は8過でControl群と有意差を生じるのに
対し,血費の自己蛍光のピーク波長はCho群は4週, cho+D群は8過でControl群と有意差を生じ,赤血
球の自己蛍光強度はcbo群は8週, cわo+D群は4週でControl群と有意差を生じることから,血菓および
赤血球の自己蛍光測定は動脈硬化病変の早期診断法方となる可能性が考えられる.しかし,実験の例
数を増やし,ヒトの場合について検討を行うまでこの判断は保留する.
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5.　結　言
①　動脈硬化の実験動物モデルとしてモルモットの食餌に1%コレステロールまたは通常食に1%コレ
ステロールとビタミンD2を加え飼育したものを用いた.飼育4過には血中稔コレステロールは200mg/
dl以上,中性脂肪は20mg/dl程度となり,その後ほぼ一定の値を保った.また, HDLコレステロールの
割合は各群とも飼育期間中は6-9%と一定であった.コレステロール濃度およびリボ蛋白の割合はヒ
トに近く,高脂血祭のモデルとして適当であると考えられた.
②　モルモット血紫の自己蛍光スペクトルの最大励起波長は330mmから340mmであり,最大蛍光波長
は465mmから490nmであった.自己蛍光のピーク強度はControl群に比べCho群は小さく, cわo+D群は
大きかった.また,いずれの群も飼育期間中はほぼ一定であった.励起波長340nmにおける血兼の自
己蛍光の蛍光ピーク波長は,飼育開始直後は482士1mm,飼育4週ではControl群, cho群, cわo+D群は
それぞれ485±1mm, 479±2mm, 483士2mmであり, control群は飼育期間中はほぼ一定であるのに対
し, Cho群, cho+D群は飼育期間が長くなるにつれ短波長側にシフトするという特徴を有していた.
ピーク波長と蛍光強度比(460mm/490mm)の相関係数は･0.88であり, cho群およびCho+D群の蛍光
ピーク波長の短波長側へのシフトから,血紫の蛍光ピーク波長より短波長にピークを持つ物質の生成
が示唆された.
③　HPLCによる血兼の自己蛍光物質の分析を行ったところ,蛍光物質は主にアルブミン分画に存在す
るが,アルブミン以外の分子量を示す分画にも存在することが確認された.
④　モルモット動脈硬化モデルの単核球はWUおよびBV励起により細胞質に蛍光物質が存在すること
が観察された.しかし, Cho群およびCho+D群の単核球の自己蛍光はControl群のものと比較しても差
は見られなかった.
⑤　モルモット動脈硬化モデルの赤血球はWUおよびBV励起により赤血球全体が赤い蛍光を有するも
のが数多く存在し, 625mmと675mmに強い蛍光ピークが見られた.蛍光強度は飼育期間中において
Control群はほぼ一定であり, Cho群, cho+D群では飼育期間が長くなるにつれて増加し, 12-16過で
はControl群の約5倍となった. HPLCによる分析により,赤血球の自己蛍光物質はプロトポルフィリン
であることを同定した.
⑥　動脈硬化病変の指標として動脈壁の脂質沈着面積を測定したところ, Control群は飼育期間中は約
10%とほぼ一定であるのに対し, Cho, Cho+D群では飼育期間が長くなるにつれて増加し,飼育16週
ではControl群の約40%になった.動脈壁の脂質沈着面積と血蒙の自己蛍光のピーク波長および蛍光強
度比(460mm/490mm)が有意に相関し,相関係数はそれぞれ･0.485, 0.483であった(n-37).ま
た,動脈壁の脂質沈着面積と赤血球の自己蛍光との関係は,顕微分光測定による蛍光強度(BV励起,
蛍光波長625mm)およびプロトポルフィリン濃度が有意に相関し,相関係数はそれぞれ0.716, 0.656
であった(n=37) .
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表1飼育期間中の体重の変化(g)
飼育開始直後 飼育4遇　,　飼育8過　　重　　飼育12過　重　　飼育16過
274± 12 (ll/ll)408±11 (7m…448±12　(7P
;
369±13　● (7m書406±23　(7r7
232±　9 '''(7r7)書308 ± 27 '''(7r7
tH.AO.hJ.JW月｣…..u把山りp
494±28　(8/8¥577±32 (3/5)
I
481±25 (y7i352±11 ●● (3/5)
暮
i
311 ±40 ''(TJ7i337±49 ● (4/5)
(mean±SEM, ● : P<0.05. ●● : P<0.01, ●●● :p<0.001)
桔求内に実験数/飼育開始数を示す.この差は飼育途中の死亡によるものである.また.有意差損定は飼育
期間が同じControl群に対して行った. Control群は飼育期間が長くなるのに伴い直線的に増加するのに対し.
Cho群は飼育12遇まで増加した後に16遇で減少し. Cho+D群は飼育4遇で減少した後に徐々に増加した.
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表2　血祭の水溶性成分の自己蛍光スペクトル
蛍光ピーク強度(A.U.)
抽出前　　　　抽出後
蛍光ピーク波長(nm)
抽出前　　　　抽出後
空白1mg/mlあたりの蛍光強度
抽出前　　　　　抽出後
Control群
Cho群
Cho+D群
1852±110　1342±　95
1356±126　● 1015±106
2257±133　● 1704±　96
485± 1　　483± 1
479±　2●●　481± 1
83±　2　　482± 1
3880±　80　　2860± 140
2860 ± 120●●● 2000± 150 ■●
4390 ± 260　　3410 ± 260
(n苧7, mean±SEM, ● : P<0.05, ●● : P<0.01. … :p<0.001)
飼育4過の3群の血幣の水溶性成分をエタノール/エーテルを用いて抽出した｡抽出後の溶液は抽出前と
蛋白濃度が等しくなるように調製し､抽出前後の自己蛍光スペクトルを測定した｡
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(b)
図1モルモットの大動脈の脂質沈着面棚を測定した際の観察部位
(a)試料の切断方法･図中の一点鎖線が切断位置である. (b)ズダンIV染色によ
る脂質沈着面枕の測定部位. o点(FTowDivider)から最短距離であるA, C点
およびOA=OBとなるB点について計測を行った.
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吸光度･蛍光強度
溶出時間
図2　高速液体クロマトグラフィー(HPLC)の原理
(a)高速液体クロマトグラフィー(HPLC)のシステム構成, (b)クロマトグラム.
HPLCは固定相であるカラムと移動相である溶離液への親和性の遠いにより,溶液
中の成分を分離するものである.分離は検出器によって検出され.クロマトグラム
に示される.移動相に親和性の強いもの程溶出時間は短くなり,固定相に親和性の
強いもの程長くなる.
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図3　落射蛍光顕微鏡による赤血球の自己蛍光測定の模式図
落射蛍光顕微鏡の水銀ランプを励起光源とし,フィルターを用いて励起波長を選
択した.励起フィルターはWUフィルター(波長帯域:330-380nm)およびBVフ
ィルター(波長帯域:400-440nm)を使用した.蛍光は光ファイバーを介して顕
微分光装置へ導き.得られたデータはコンピュータで処理した.
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図4　3群のモルモットの血中脂質の変化
(a)総コレステロール･ (b) HDL-コレステロール(Bar=SEM. ･:pく0.05,
…:pく0･01, 帆:p<0.001).
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(C)中性脂肪. (d)過酸化脂質. (Bar-SEM. ～:p<0.05.日:p<0.01.
… : p<0.001)
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図5　3群のモルモットの脂質沈着面積
(a) A点における動脈壁内腔の面積に対する脂質沈着面積の割合の飼育期間によ
る変化(各点n=3, Bar=SEM). (b)測定部位による脂質沈着面柵の割合
(∩-39･ Bar-SEM). (測定部位A, B, C点の位置は図4-1参照,･:N.S.,-:
p<0･05, …:pく0.01, #;p<0.001)
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図6　モルモット血祭の希釈度と自己蛍光強度
励起波長340nmでは1000倍から10倍希汎励起波長440nmでは100倍
から3倍希釈の間で直線性が得られた.
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図7　モルモット血鞍の自己蛍光の励起スペクトルと
蛍光スペクトルの一例
血鞍は生理食塩水で100倍に希釈した.蛍光波長500nmにおける励起
スペクトルと励起波長340nmにおける蛍光スペクトルを示す.励起ス
ペクトルと蛍光スペクトルはほぼ鏡像関係にある.
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図8　飼育16過の3群のモルモット血輝の自己蛍光スペクトルの一例
ControJ群と比べCho群の強度は小さく. Cho+D群の強度は大きかった,
また,蛍光ピーク波長はCho群, Cho+D群ともにControl群より短波長で
あった.
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図9　3群のモルモットの自己蛍光スペクトルの変化
(a)蛍光ピーク波長, (b)蛍光ピーク強度(Bar=SEM, ★ : p<0.05,
'':p<0.01.日':p<0.001).
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図1 0　蛍光ピーク波長と自己蛍光強度比の関係
任意の2波長を選択してその強度の比と蛍光ピーク波長の相関を調べたところ,
波長460nmと490nmの強度の比が蛍光ピーク波長と点く相関した.この時,棉
関係数は-0.88 (n=84)であり有意に相関した　くp<0.001) .
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図1 1　3群のモルモット血輝の自己蛍光ピーク強度比の変化
飼育期間中の各群の波長460nmと490nmにおける蛍光強度比の変化を示す.
Control群は飼育開始から変化しないが, Cho群, Cho+D群は飼育期間が長
くなるにつれ増加する傾向を示した(Bar=SEM. ～: p<0.05. '': p<0.001)
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図1 2　モルモット血祭にビタミンD2を付加したスペクトルの一例
血掛ま飼育4過のContro僻のものである.血祭中の濃度が27mg/mlになるように
ビタミンD2を付加した.実線はビタミンD2付加前,破線は付加後のモルモット血
祭の自己蛍光スペクトルである.ビタミンD2濃単独ではほとんど蛍光を示さない
(点線).また,血輝にビタミンD2を付加してもCho+D群のような,顕著な蛍光
強度の増加は見られなかった.
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図1 3　血輝の水溶性成分の自己蛍光スペクトルの一例
実線は血蝶,破線は水溶性成分の自己蛍光スペクトルである.血源中
の水溶性成分の自己蛍光強度は血輝の約70%であり.波形は血葬と
ほぼ等しかった.
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図1 4　酸素付加に伴うモルモット血洋の自己蛍光
スペクトルの変化の一例
酸素付加時間に伴い,蛍光強度の増加と蛍光ピーク波長の短波長側
へのシフトが見られる.
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図1 5　血帯を酸素付加によって酸化した場合の変化
(a)過酸化脂質濃度, (b)蛍光ピーク波長(∩=7, Bar-SEM. ●:N.S.,
●◆ :pく0.05, … :pく0.01).酸素付加時間に伴い,過酸化脂質濃度は増加し,
蛍光ピーク波長は短波長側へシフトした.
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図15　(続き)
(C)蛍光ピーク強度(n-7. Bar=SEM. ':N.S.. '':p<0.05. ''':p<0.01 ).
酸素付加時間に伴い.蛍光ピーク強度は増加した.
-98-
γ･globulim albumin
EZl
(a)
(b)
0　　　　　5　　　　　10　　　　15
Retention Time (min)
0　　　　　5　　　　10　　　　15
Retention Time (min)
図1 6　モルモット血鞍のHPLCのクロマトグラムの一例
(a)紫タト可視光積出(280nmの吸収)により,溶出時間7分から10分の間のピ
ークはグロブリンおよびアルブミンのものと思われ, 10分付近の最大のピークは
分子量からアルブミンと推測された. (b)蛍光検出(励起340nm,蛍光460nm)
により.アルブミンのみが蛍光を示し.グロブリンの部分は蛍光を示さなかった.
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図1 7　蛍光分光測定とHPLC分析の相関
(a)蛍光分光測定とHPLCのアルブミン分画の強度比(460nm/490nm).
､ (n=15. r=0.62. p<0.05). (b)蛍光分光測定とHPLCのすべての分画
の強度比(460nm/490nm) (n=15. r=0.82. p<0.001).
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図1 8　動脈壁の脂質沈着面積と血婦の自己蛍光のピ-ク波長との相関
動脈壁の脂質沈着面積の割合であるAs (測定部位はA点,詳細は図4-1参照)
と血葬の自己蛍光のピーク波長との相関を調べると,相関係数はr=_0.485
(∩=37, p<0.01)であり,有意に相関した.
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図1 9　飼育12週のContro摺羊のモルモットの単核球の自己蛍光像
(a) wUJ軌臥(b) BV励起フィルタ-を用いた観察.
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図2 0　WU励起による飼育16週のモルモットの赤血球の自己蛍光像
(a) Control群, (b) Cho群. Cho群の赤血球は赤い蛍光を有するものが数多く
見られる.
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(C)
図20　(続き)
(¢) Cho+D群･ cho+D群の赤血球は赤い蛍光を有するものが数多く見られる.
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図2 1　BV励起による飼育16週のモルモットの赤血球の自己蛍光像
(a) Control瓢(b) Cho群.
-105-
図21  (続き) (C) Cho+D群.
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図2 2　赤血球にBV励起光を照射した場合の飼育16過の3群の
自己蛍光スペクトル
3群とも625nmおよび675nm付近にピークを有し, Cho群および
Cho+D群はControl群に対して大きなピーク強度を示した.
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図23　3群のモルモットの赤血球の自己蛍光
赤血球にBV励起光を照射し顕微分光装置を用いて測定した場合の625nmにおけ
る蛍光強度(Bar=SEM. ★:p<0.05, =:p<0.01, …:pく0.001).飼育期間中
はControl群は変化しないのに対し, Cho群およびCho+D群は飼育期間が長く
なるにつれ増加した.
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図2 4　飼育16過の3群のモルモットの赤血球のHPLCクロマトグラムの一例
(a) Control群, (b) Cho群, (C) cho+D群.縦軸は同じスケールである.プロトポル
フィリンは溶出時間7分に検出される. Cho苧, Cho+D群に顕著な増加が見られた.
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図25　3群のモルモットの赤血球のプロトポルフィリン濃度
HPLCを用いて測定した赤血球のプロトポルフィリン濃度.飼育期間中は
control群は変化しないのに対して. Cho群およびCho+D群は飼育期間が
長くなるにつれ増加した(Bar=SEM, `:p<0.05, =:p<0.01, …:p<0.001)
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図2 6　顕微分光測定とHPLC分析の相関
顕微分光測定(BV励起, 625nmの蛍光強度)とHPLC分析によるプロトポル
フィリン濃度との相関を調べると.相関係数はr=0.93 (∩=60. pく0.001)で
あり,有意に相関した.
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図2 7　動脈壁の脂質沈着面横と赤血球の自己蛍光強度の相関
動脈壁の脂質沈着面横の割合であるAs (測定部位はA点.詳細は図4-1参照)
と顕微分光測定による赤血球の自己蛍光強度(BV励起,蛍光波長625nm)と
の相関を調べると.相関係数はr--0.716 (n-37. p<0.001)であり,有意に相
関した.
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図28　ポルフィリンの基礎(佐々. 1989)
(a)ポルフィリンの構造, (b)ヘム合成経路
-113-
引用文献
A
Adhikari HR, Tappet AL: Fluorescent products from irradiated amino acids and proteins. Radiation Res
61:177･183, 1975
Ahmed MU, Thorpe SR, Baynes JW: Identification of N･epsilon(carboxymethl)lysine as a degradation
product of fructoselysine in glycated protein ∫ BioI Chem 261(ll):4889-4894, 1981
Ahmed MU, Brinkmann E. Degenhardt TP, Thorpe SR, Baynes JW: N-epsilon(carboxymethl)lysine, a
product of the chemical modification of proteins by methylglyoxal, increases with age in human lens
proteins. ∫ BioI Cbem 324(Pt2):565･570, 1997
Alfano RR. Tata DT, Cordero P, Tomashefsky P, Longo FW, Alfano MA: Laser induced fluorescence
spectroscopy from native cancerous and normal tissue. IEEE J Quantum Electron QE-20:1507･1511.
1984
Andersson PS, Kjellen E, Montan S, Svanberg 冗, Svanberg S: Autofluorescence of various rodent tissues
and human skin tumor samples. Lasers Med S°i 2:41-49. 1987
Andersson-Engels S, Johansson ∫, Stenram U, Svanberg K, Svanberg S: Malignant tumor and
atherosclerotic plaque diagnosis using laser･induced fluorescence. IEEE ∫ Quantum Electron 26(12):2207･
2217,1990
Andersson･Engels S. Johansson J. Svanberg K. Svanberg S: Fluorescence imagine and point measurements
of tissue: Applications to the demarcation of malignant tumors and atherosclerotic lesions from normal
tissue. Photocbem Photobio1 53(6):807･814, 1991
Araki N, Ueno N, Chakrabarti B. Morino Y. Horiuchi S: Immunochemical evidence for the presence of
advanced glycation end products in human lens proteins and its positive correlation with aging. ∫ BioI
Chem 267(15):10211･10214. 1992
Asayama K, Dobashi K, Hayasibe H. Megata Y. Kato K: Lipid peroxidation and free radical scavengers in
thyroid dysfunction in the rat: a possible mechanism of injury to heart and skeletal　muscle in
hyperthyroidism. Endocrinology 121(6):2112･2118, 1987
B
Banga I. Bihari･Varga M: Investigation of free and elastin･bound fluorescent substances present in the
atherosclerotic lipid and calcium･plaques. Connect Tissue Res 2:237･241, 1974
Banga i: investigations of fluorescent peptides and lipofuscins of human intervertebral discs relating to
atherosclerosis. Atberosclerosis 22:533･541. 1975
Bar･aga JJ. Taroni P. Park YD, Maestri KAA, Tone LL. Rava RP. Kittrell C. Dasari RR. Feld MS:
Ultraviolet laser induced fluorescence of human aorta. Spectrochim Acta 45A(1):95･99, 1989
-114-
Barker GE. Horvath WJ, Huie CW. Hartwick RA: Separation of type I and III isomers of copro- and
uroporphyrins using affinity capillary electrophoresis. ∫ Liquid Chromatogr 16(9,10):2089･2101, 1993
Bjorkham I. Henriksson-Freyscuss A. Breuer 0. Diczfalusy U. Berglund L. Henriksson P: The antioxidant
butylated hydroxytoluene protects against atherosclerosis. Arterioscler Tbromb 1 1:15･22, 1991
Blankenhorn DH, Braunstein H: Carotenoids in man･ III･ The microscopic Pattern Of fluorescence in
atheromas, and its relation to their growth. ∫ Clin lnvest 37:160･165. 1957
Bocan TMA. Mueller SB. Mazur MJ. Uhlendorf PD, Brown EQ. Kieft KA: The relationship between the
degree of dietary･induced hypercholesterolemia in the rabbit and atherosclerotic lesion formation.
AtherOSClerosis 102:9･22, 1993
Bowry VW. Stanley XK, Stocker R: Highdensity lipoprotein is the major carrier of lipid hydroperoxides
in human blood plasma from tasting donors. Proc Natl Acad Sci USA89(21):10316110320, 1992
B ≠ yum A: Separation of white blood cells. Nature 204:793. 1964
c
caro CG, Fits･Gerald JM, Schroter RC: Arterial wall shear and distribution of early atberoma in man.
Nature 223:1159･1161, 1969
Caro CG, Fits･Gerald JM. Schroter RC: Atheroma and arterial wall shear: observation. correlation and
proposal of a shear dependent mass transfer mechanism for atherogenesis. Pr∝ Roy S∝ Lond B 177:109･
159,1971
Carpenter KLH, Ball RY. Carter NP, Woods SE, Hartley SL, Davies S, Enright JH, Mitchinsom MJ:
Modulation of ceroid accumulation in macrophages in vitro. Adv Exp Med Bio1 266:333･343, 1989
Cefalu WT, Bell･Farrow AD, Wang ZQ, Sonntag WE, Fu MX. Baynes JW, Thorpe SR: Calorie restriction
decreases age･dependent accumulation of血e glycoxidation products. N･(Carboxymethyl)1ysine and
pentosidine, in rat skin collagen. ∫ Gerontology: Biological Sciences 50A(6):B337･341. 1995
Cerami A, Vlassara H, Brownlee M: Glucose and aging. S°i Am 256(5):90-96, 1987
Chajes V, Saltier W. Stultschnig M, Kostner GM: Photometric evaluation of lipid peroxidation products in
htlman plasma and copper oxidized low density lipoproteins: correlation of different oxidation parameters.
Atherosclerosis 121:193-203, 1996
Chio XS and Tappel AL: Synthesis and characterization of the fluorescent products derived from
malonaldehyde and amino acids. Biochemistry 8(7):2821･2827, 1969
Chisolm GM. Ma G. Irwin KC, Martin LL Gunderson FG. Linberg LF, Morel DW, DiCorleto PE: 7P･
Hydroperoxycholest･5en･3 ♂ ･ol, a component of human atherosclerotic lesions, is血e primary cytotoxin of
-115-
Oxidized human low density lipoprotein. Proc Natl Acad Sci USA 91:11452111456. 1994
Cominacini L Garbin U･ Davoli A. Micciolo 氏- Bosello 0. Gaviraghi G. Scuro LA, Pastorino AM: A simple
test for predisposition to LDL oxidation based om the fluorescence development during copper･Catalyzed
oxidative modification. ∫ Lipid Res 32:349･358. 1991
Csallany AS, Ayaz KL: Quantitative Determination of organic solvent soluble lipofuscin pigments in
tissues. Lipids ll(5):412･417. 1976
D
Daddi L: Nouvelle methode pour colorer la graisse dams lens tissus. Arch ltal Bio1 26:143･146, 1896
Dasgupta A･, Zdunek T: In vitro lipid peroxidation of human serum catalyzed by cupric ion: antioxidant
rather than prooxidant role of ascorbate. Life S°i 50:875･882, 1992
Davies PF, Dewey CFJr, Bussolari SR. Gordon臥Gimbrone MAJr: Influence of hemodynamic forces on
vascular endothelialfllnCtion. J Clin Invest 73:1121･1129, 1984
Deckelbaum LI, Lam JX, Cabin HS. Clubb KS, Long MB: Discrimination of normal and atherosclerotic aorta
by laser-induced fluorescence. Lasers Surg Med 7:330-335. 1987
Demyanov GV, Syrejshchikova TI, Yakimenko MN. Kurek NK. Lapshin EN. Yakimenko MN: Protein
fluorescence decay of human serum with very low density of lipoproteins exposed to synchrotron
radiation. Nucl lnstr Metb A 308(1/2):215･218, 1991
Dillard CJ･ Tappet AL: Fluorescent products oHipid peroxidation ofmitochondriaandmicrosomes. Lipids
6(10):715･721, 1971
E
Esposito C Gerlach H, Brett J. Stern D. Vlassara H: Endothelialreceptor-mediated binding of glucose･
modified albumin is associated with increased monolayer permeability and modulation of cell surface
coagulant properties. ∫ Exp Med 170:1387･1407, 1989
Esterbauer H, Jurgens G, Quehenberger 0. Roller E: Autoxidation of human low density lipoprotein: loss of
polyunsaturated fatty acids and vitamin E and generation of aldehydes. J Lipid Res 28:495-509. 1987
F
Fernandes ML. Lin ECK. McNamara DJ: Regulation of guinea pig plasma low density lipoprotein kinetics
by dietary fat saturation. ∫ Lipid Res 33:97･109, 1992
Fitzmaurice M, Bordagaray JO. Engelmann GL Richards･Kortum R. Kolubayev T, Feld MS. Ratliff NB,
Kramer JR: Argon ion laser･excited autofluorescence in normal and atherosclerotic aorta and coronary
arteries :皿Orphologic studies. Am Hearり118(5):1028-1038, 1989
Fitzpatrick LA･ Severson A･ Edwards WD- Ingram T: Diffuse calcification in human coronary arteries
-116-
association of osteopontinwith atherosclerosis. J Clin Invest 94:1597-1604, 1994
Fletcber BL･ Tappel AL: Fluorescent modification of serum albumin by lipid peroxidation. Lipids　6
(3):172･175, 1970
Fry DL: Acute vascular endo仙elial changes associated with increased blood velocity gradients. Circ Res
22:1651197. 1968
Fu MX. RequenaJR, Jenkins AJ, Lyons TJ. Baynes JW, Thorpe SR: The advanced glycation end product. N-
(Carboxymethy1日ysine, is a product of bothlipid peroxidation and glycoxidation reactions. J BioI Chem
271(17):9982-9986. 1996
藤井一執牧田善二: AGE.臨床検査40(10):1161-1166, 1996
FukuzumiⅩ: Relationship between lipoperoxides and diseases. J Environ PathoI Toxicol Onc01 6(314):25･
56.1986
G
Gessner FB: Hemodynamic theories of atherogenesis. Circ Res 33:2591266. 1973
Grottum P. Svindland A, Walloe L: Localization of atherosclerotic lesions in the bifurcation of the main
left coronary artery. Atherosclerosis 47:55･62, 1983
H
Hahn M, Subbiah MT: Significant association oL lipid peroxidation products withhighdensity lipoproteins.
Biochem MoI Biol tnt 33(4):699･704. 1994
Hammer C, Braum a: Quantification of age Figments (Lipofuscin). Comp Biochen Physio1 90B(i):7･17,
1988
Hart D, Piomelli S: SiJnultaneous quantitation of zinc protoporphyrin and free protoporphyrin in
erytbrocytes by aeetone extraction. Clin Chem 27(2):220･222, 1981
秦　蔑哉(日本動脈硬化高脂血症診療ガイドライン検討委貞会) :高脂血症診療ガイドラインⅠ.成人高
脂血症の診断基準,治療適用基準,治療目標値.動脈硬化25(1.2):1･3. 1997
Hayase F, Nagaraj RH, Miyata S. Njoroge FG, Monnier VM: Aging of proteins: imnunological detection of a
glucose-derived pyrrole formed during maiuard reaction in vivo. I BioI Chem 264(7).･3758-3764, 1989
Horiuchi S. Higashi T. Ikeda K, Saishoji TJinnouchi Y, Sano H, Shibayana R. Sakamoto T, Araki N:
Advanced glycation end products and their recognition by macrophage and macrophage･derived cells.
Diabetes 45:S73･S76. 1996
堀内正公:老化におけるタンパク質の変化1993弟7回｢大学と科学｣公開シンポジウム要旨集84･92,
-117-
1993
HunりV, Bottoms MA, Skamarauskas ∫, Carter NP, Mitchinson MJ: Measurement of ceroid accumulation in
macrophages by flow cytometry. Cytometry 15(4):377･382, 1994a
Hunt JV, Skamarauskas JT, Mitchinson MJ: Protein glycation and fluorescent material in human atheroma.
Atherosclerosis 111:255･265. 1994b
lenaga X, Nakamura 冗, Hochi T, Nakazawa Y. Fukunaga Y, Kakita H. Nakano 冗: Crosslines, fluorophores
in the AGE･related cross･limked proteins. Contrib Nephrol 112: 42･51, 1995
井上正康:活性酸素の病態･疾患モデルからベットサイドへ.学会出版センタ丁, 1992
伊藤　隆:組織学南山堂pp.173･202. 1991
J
Jain SK: Evidence of membrane lipid peroxidation during the in vivo aging of human erythrocytes. Biochin
Biophys Acta 937:205･210. 1988
K
Xawakishi S, Ookawa Y, Uchida 冗: 0Xidative damage of protein induced by the amadori compound-copper
ion system.∫ Agric Food Chem 38:13･17. 1990
Keijzer M, Richards･Kortum RR, Jacques SL. Feld MS: Fluorescence spectroscopy of turbid media:
autofluorescence of也e human aorta. App1 Opt 28(20):4286･4292, 1989
菊川清見:生体内の脂質過酸化反応.フアルマシア29(9):994･998. 1993
Kita T, Yokode M. Ishii K, Kume N, Nagano Y. Arai H, Otani H. Ueda Y, Hara S: The role of oxidized
lipoproteins im the pathogenesis of atherosclerosis. Clin Exp PharmacoI Physiol 19:37･42, 1992
Kittrell C, Willett RL, Santos･Pacheo C, Ratliff NB, Kramer JR. Malk EG, Feld MS: Diagnosis of fibrous
arterial atherosclerosis using fluorescence. Appl Opt24(15):2280-2281, 1985
Roller E. Quehenberger 0, Jurgens G. Wolfbeis OS, Esterbauer H: Investigation of human plasma low
density lipoprotein by three･dimensional fluorescence spectroscopy. FEBS 198(2):229･234, 1986
近藤雅艶広沢実-:高速液体クロマトグラフィーによる赤血球ポルフィリンの高感度迅速定量法.臨床
化学17(1):36-39. 1988
近藤雅雄;ポルフィリンの検査法.検査と技術22(6):411-418, 1994
近藤雅雄:ポルフィリン.ポルフィリン前駆体の測定法測定法概論.日本臨床53(6):1357-1363, 1995a
近藤雅雄:ポルフィリン.ポルフィリン前駆体の測定法　尿中ポルフィリンのスクリーニング法.日本臨
-118-
床53(6):1377･1382, 1995b
Kotake H･ Oikasa S･ Naito T･ Hayasaka K- Toyota T: The effect of serum on low density lippoprotein
metabolism of huJnan mOnOCyte･derived nacrophages. Tohoku J Exp Med 171:2851295. 1993
国友　勝,高岡和代.松本純子,岩井ひとみ,坂東芳雄: cholesterolおよびvitamin D2負荷モルモットの動
脈硬化形成.目薬理詰81(4):275･283, 1983
L
Laifer LI, 0'Brien XM. Stetz ML, Gindi GR. Garrand TJ. Deckelbaum LI: Biochemical basis forthe
difference between normal and atheroscLerotic arterial fluorescence. Circulation 80(6):1893･1901. 1989
Lauおr G･ Wollenek G, Rueckle B. Buchelt M, Kuckla C. Ruatti H. Buxbaum P, FasoI 氏. Zilla P:
Characteristics of 308nm exciner laser activated arterialtissue photoemission under ablative and non･
ablative conditions. Lasers Surg Med 9:556-571, 1989
Lee GJkeda RM, C血an MC. Lee MH, RinkJL. Reis RL. TbeisJH, Low 氏, Bommer WJ. Rung AH. Hanna ES,
Mason DT: Limitations, risks and complication of laser recanalization: a cautious approach warranted. Am
J Cardio1 56:181･185, 1985
Lee WK, Bell J, Kilpatrick E, Hayes M,Lindop GB, Dominiczak MH: Collagen･linked fluorescence in human
atherosclerotic plaques. Atherosclerosis 98(2):2191217. 1993
Leon MB. Lu FDY. Prevosti LG. Macy WW, Smith PD. Granovsky M. Bonner RF. Balaban RS : Human
arterialsurface fluorescence: atheroscLerotic plaque identification and effects of laser atherona ablation. J
Am Colt Cardiol 12(1):94･102, 1988
Lynch SM･ Fret a: Mechanisms of copper･ and iron-dependent oxidative modification of human low density
lipoprotein. ∫ Lipid Res 34:1745･1753, 1993
M
Masuda S. Okano T, Hamana ド, Morita Y, Kobayashi T: Determination of 25-hydroxyvitamin D bound to
vitamin D･binding protein(DBP) in human plasma. J Micronutrient Anal5(i):63-76, 1989
Masuda S. Okano T, Kobayashi T: A method for the simultaneous determination of vitamins D2, D3 and
their metabolites in plasma and its application to plasma samples obtained from normal subjects and
patients. Food Chem 45:215･225, 1992
Maylath-Palagyi J. Banga I: Three fluorescent components in the human aorta. Acta PhysioI Acad Sci Hung
33(3):317･324, 1968
McAuliffe DJ. Jacques SL Hayes AS: Photochemical and thermal changes in tissue autoEluorescence during
excimer laser irradiation. SPIE l1202 Laser･Tissue Interaction: 93･102. 1990
McCance DR. Dyer DG. Dunn JA, Bailie KE, Tborpe SR, Baymes JW, Lyons TJ: Maillard reaction products
-119-
and their relation to complications in insulin･dependent diabetes mellitus. ∫ Clin Invest 91(6):2470･2478,
1993
Meerson FZ･ Kagan VE･ Kozlov YP･ Belkina LM, Arkhipenko YV: The role of lipid peroxidation in
pathogenesis of ischemic damage and the antioxidant protection of也e heart. Basic Res Cardio1 77:465･
485,1982
Mehrabian M, Demer LL, Lusis 〟: Differential accumulation of intimal monocyte･macrophages relative to
lipoproteins and lipofuscin corresponds to hemodynamic forces on cardiac valves in mice. AI･terioscler
Tromb ll:947-957. 1991
Mitchinson MJ, Hothersall DC, Brooks PN, Burbure CYD: The distribution of ceroid im human
atherosderosis. J Path011 45:177･183. 1985
道下一郎.坂都洋之,高野達哉,島村京子.内山英樹,木村順次:ヒト血中酸化LDLの測定.動脈硬化(学会抄
録) 23(12):833. 1996
Miyata T, Wada Y･ Cai ZJida Y･ Horie 冗, Yasuda Y- Maeda 冗, Kurokawa X. Strighou CY: Implication of
and increased oxidative stress in the formation oL advanced glycation end products in patientswith end-
stage renal failure. Kidney tnt 51(4):1170･1181. 1997
水野香-,荒井恒意.荒川宏,里村公生,中村治雄:血管内祝#.レーザーによる動脈硬化の診断と治療.動
脈硬化18(12):1099･1104. 1990
Moan ∫. Kessel D: Photopro血cts formed from photofrin II in cells. ∫ Photocbem PhotobioI Bl(4):429･438,
1988
Murata K, Yokoyama Y: Acidic glycosaminoglycans in human a也erosclerotic cerebral arterial tissues.
Atherosclerosis 78:69-79, 1989
N
長野　豊:抗酸化剤による粥状硬化病変の過縮とその機序の解明.持田記念財団･研究成果報告集-9
195･199, 1993
Nakamura Y･ Horii Y･ Nishino T･ Shiiki H･ Sakaguchi Y. Kagoshima T. Dohi K, Makita Z, Vlassara H,
Bucala 良: ImmunohistochemiCallocalization of advanced glycosylation end products in coronary atheroma
and Cardiac tissue in diabetes mellitus. Am J Patho1 143(6):1649･1656, 1993
中村　久:過硬化脂質と病態.臨床栄養73(2):134-136. 1988
西川泰治,平木敬三:蛍光りん光分析法.日本分析化学会編共立出版pp.1･48, 1993
0
0hishi N･ Ohkawa H･ Miike A･ Tatano T, Yagi 冗: A new assay method for lipid peroxides using a
methylene blue derivative. Biochem international 10:205･211, 1985
1120-
大揮俊彦:血中抗硬化物質.現代医療26(5):144511449. 1994
0raevsky AA, Letokhov VS. Ragimov SE, Omel'Yanenko VG, Belyaev AA. Sbekbonin BV, Akcburin RS :
Spectralproperties of human atherosclerotic blood vessel walls. Lasers Life Sci 2(4):275･288, 1988
0raevsky AA. Jacques SL, Pettit GH, Saidi LS, Tittel FX, Henry PD: ⅩeCI Laser ablation of atherosclerotic
aorta: opticalproperties and energy pathways. Lasers Surg Med 12:5851597. 1992
0raevsky AA. Jacques SL, Pettit GH. Tittel FK, Henry PD: XeCI Laser ablation of atherosclerotic aorta:
luminescence spectroscopy of ablation products. Lasers Sure Med 13:168･178, 1993a
Oraevsky AAJacques SL, Pettit GH. Saurebrey RA, Tittel FK, Nguy JH, Henry PD: XeCl laser-induced
fluorescence of atherosclerotic arteries: Spectral similarities between lipid･rich lesions and peroxidiヱed
lipoproteins. Circ Res 72(1):84･90, 1993b
Oraevsky AA. Glenn TN, Jacques SL. Tittel FK, Henry PD: Laser･induced fluorescence in atherogenesis :
assessment of endothelium and macrophages. SPIE 2324:177･186, 1994
P
Pettit GH. Pin主 R, Tittel FK. Sauerbrey 氏, Sartori MP, Henry PD: Excimer laser induced auto瓜uorescence
from atherosclerotic human arteries. Lasers Life Sci 3(4):205･215. 1990
Phillips FC, Privett OS: Analysis of lipid classes and lipofuscin substances by bigb performance liquid
chromatography. JAOCS 58(5):590･594. 1981
Poh-Fitzpatrick MB, Palmer RH: Elevated plasma triglyceride levels　are associated　with human
protoporpbyria. J Lab Clim Med 104(2):257･263. 1984
Pongor S, Ulricb PC, Bencsa也FA, Cerami A: Aging of proteins : isolation and identification of a
fluorescent chrULnOphore from the reaction of polypeptides with glucose. Proc Natl Acad Sci USA 81
(9):2684-2688, 1984
Prince MR, Margolis 氏. Deutsch T. Parrish JA, Oseroff AR: Selective light absorption in atheromas. Clin
Res 33(2):218A, 1985
Q
Quehenberger 0. Roller a, JtlrgenS G. Esterbauer H: Investigation of lipid peroxidation in human low
density lipoprotein. Free Rad Res Comms 3(1･5): 233-242, 1987
衣
Rath M. Pauling L: Immunological evidence for the accumulation of lipoprotein(a) in the atherosclerotic
lesion of the hypoascorbemic guinea pig. Proc Natl Acad S°i USA 87(23):9388･9390, 1990
Requena JR. Ahmed MU. Fountain CW, Degehardt TP, Reddy S. Perez C, Lyons TJ, Jenkins AJ, Baynes JW.
Thorpe SR: Carboxymethlethanolamine, a biomarker of phospholipid modification during the maillard
-121-
reaction in vivo.J BioI Chem 272(2):17473･17479. 1997
Richards･Kortum 氏, Rava RP. Fitzmaurice M, Tong LL. Ratliff NB, Kramer JR, Feld MS: A one･layer model
of laser･inducedfluorescence for diagnosis of disease in human tissue: applications to atherosclerosis.
IEEE Trams Biomed Eng 36(12): 1222-1232T. 1989a
RichardsIKortum R, Cothren 良, Metha A, Fitzmaurice M, Ratliff NB. Kramer JR. Kittrell C. Feld MS: A
model for extraction of diagnostic information from laser induced fluorescence spectra of human artery
wall. Spectrochim Acta 45(1):87･93, 1989b
Roach MR, Fletcher J, CornhilりF: The effect of the duration of cholesterol feeding of the development of
sudanophilic lesions in the rabbit aorta. Atherosclerosis 25:1111, 1976
Roberts A and Thompson JS: Inbred mice and their hybrids as an animal model for atherosclerosis
research. Adv Exp Med 丘iol 313･327, 1976
Ross 良: The pathogenesis of atherosclerosis ･ an update. New Engl ∫ Med 20:488･500. 1986
S
Sartori M. Sauerbrey 氏, Kubodera S, Tittel FK. Roberts R. Henry PD: Autofluorescence maps of
atherosclerotic human arteries I a new technique in medical imaging. IEEE J Quantum Electron QE･23
(10):1794-1797, 1987
Sartori M. Weilbaecher D. Valderrama GL, Kubodera S, Chin RC. Berry MJ. Tittel FK, Sauerbrey 氏, Henry
PD: Laser･induced autofluorescence of human arteries. Circ Res 63(6):1053-1059. 1988
佐々　茂:広範囲　血液･尿化学検査,免疫学的検査(上巻)ポルフィリン体.日本臨床47:715721.
1989
Sato M, Ookawa K. FujiJnOri T, Ohshima N: Changes in mesentericmicrocirculation of cholesterol-fed
gtlinea pigs. Microcirc Ann 187･188, 1990
Sato M, Ookawa 冗. Yanagi K, ロomma S. Fujimori T. Ohshima N: Auto瓜uorescence observed in
macrophages and microvessels of cholesteroHed guinea pig mesentery. Mier∝irc Ann 175･176, 1991
佐藤正明:血液および血管壁の自己蛍光分析による動脈硬化診断機器開発のための基礎的研免　平成7
年度新エネルギー･産業技術稔合開発機構委託業務(捷案公募型･最先端分野研究開発事業)研究成
果報告書46･58, 1997
Schuh ∫, Fairclough GF, Haschemeyer RH: 0Xygen･mediated heterogeneity of apo･low･demsity lipoprotein.
Proc Natl Acad S°i USA 75(7):3173･3177. 1978
Sell DR, Monnier VM: Structure elucidation of a senescence cross-link from human extracellular matrix. J
BioI Chem 264(36):21597･21602. 1989
-122-
島崎弘幸:リボフスチン.蛋白質･核酸･辞素(増刊) 33(16):3067･3073, 1988
Sikorski AF, Michalak 冗, Bobrowska M: Interaction of spectrin with phospholipids. Quenching of spectrin
intrinsic fluorescence by phospholipid suspensions. Biochim Biophys Acta 904(1):55-60, 1987
SinghS, Suri 良, Agrawal CG: Fluorescence properties of oxidiヱed human plasma low-density lipoproteins.
Biochim Biopbys Acta 1254:135･139, 1995
Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzano MD. Fujimoto EX, Goeke NM,
OIson BJ. Klenk DC: Measurement of protein using biochronic acid. Anal Biochem 150:76･85, 1986
Steinberg D. Parthasarathy S, Carew TE. Khoo JC. Witztum JL: Modifications of low-density lipoprotein
that increase it_s atherogenicity. New Engl J Med 320(14):915･924. 1989
Steinberg D. Witztu皿JL: Lipoproteins and atherogenesis: current concepts. JAMA 264(23):304713052,
1990
Steinbrecher UP.･ Oxidation of human low density lipoprotein results in derivatization of lysine residues of
apolipoprotein ら by lipid peroxide decomposition products. ∫ BioI Chem 262(8):3603･3608, 1987
T
Tappel AL, Fletcber ら. Dea血er D: Effect of antioxidants and nutrients on lipid peroxidation fluorescent
products and aging parameters in the mouse. ∫ Gerontology 28(4):415･424. 1973
Tappet AL: Lipid peroxidation damage to cell components. Federation Proc 32(8):1870･1874, 1973
手塚統夫:生化学データブックⅠ生体物質の諸性質生体組成14 ･ 5血管.日本生化学学会編pp.1639･
1643.1979
Tsuchida M. Miura T, Miヱutani K, Aibara 冗: Fluorescent substances in mouse and human sera as a
parameter of in vivo lipid peroxidation. Biochim Biophys Acta 834(2):196･204, 1985
U
内田則象朝山光太郎,土稀一重,林辺英正,加藤清彦:ヒト血清中抗硬化能の検討弟1編測定系の検討
および小児と成人の比軌日本小児科学会雑誌95(9):1944･1950. 1991
V
verbunt RJAM. Fitzmaurice MA, Kramer JR, Ratliff NB. Kitterell C, Taroni P, Cothren kM. Baraga I, Feld
M: Characterization of ultraviolet laser･induced autofhorescence of ceroid deposits and other structupes
in atherosclerotic plaques as a potentialdiagnostic for laser angiosurgery. An Heart J 123(1):208-216.
1992
Vesselinovitch D: Animal model of atherosclerosis. their contributions and pitfalls. Artery 5(3):193･206.
1979
Viksman MY. Liu MC, Schleimer RP. Bochner BS: Application of a flow cytometric method using
-123-
autofluorescence and a tandem fluorescent dye to analyze humanalveolar macrophage surface markers. J
ImmunoI Methods 172:17･24, 1994
W
Wayer DDM･ Burton GW･ Ingold KU, Bar/clay LRC: The relative contributions of vitamin E urate,
acsorbate and proteins to血e total peroxyl radicaトtrapping antioxidant activity of human blood plasma.
Biochim Biophys Acta 924:408･419, 1987
Weinberger R. Sapp E,. Moring S: Capillary electrophoresis of urinary porphyrinswith absorbance and
fluorescence detection. J Chromatogr　516:271･285. 1990
Wells･Knecht KJ. Brinkmann E,Lichfield JE, Ahmed MU, Reddy S, Zyzak DV, Thorpe SR, Baynes JW: New
Biomarkers of MaiIlard reaction damage to protein. NephroI Dial Transplant ll(5):41-47. 1996
Wolman M. Fundoianu-Dayan D. Perlmutter M: Blue autofluorescence of human achilles tendon collagen in
relation to aging. Acta Histochem Cytochem1 8(4):439-443, 1985
Wu N. Li B, Sweedler JV: Recent developments in porphyrin separations using capillary electrophoresis
with native fluorescence detection. ∫ Liquid Chromatogr 17(9):1917･1927, 1994a
Wu N･ Barker GE･ Huie CW: Separation of porphyrins and porphyrin isomers in capillary electrophoresis
usingmiⅩed ionic surfactant･bovine serum albumin buffer systems. J Chromatogr A659:435-442, 1994b
Y
八木国男:血祭過酸イ朗旨質の微量定量.日本医事新報2748:100･101, 1976
山村　卓:脂質Ⅰ.リポタンパク賓の分画･精製　東京化学同人pp.196･199,1993
吉田善一,小田良平:有機化合物の蛍光と化学構造.有機合成協会誌9(230):12･17, 1951
-124-
TOUR ： Tohoku University Repository 
コメント・シート 
 
本報告書収録の学術雑誌等発表論文は本ファイルに登録しておりません。なお、このうち東北大学
在籍の研究者の論文で、かつ、出版社等から著作権の許諾が得られた論文は、個別に TOURに登録
しております。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TOUR 
http://ir.library.tohoku.ac.jp/ 
 
